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1. Bevezetés

A sziv ¢és érrendszeri megbetegedések, azon belill is a malignus kamrai
szivritmuszavarok tovabbra is vezetd szerepet toltenek be mind a hazai, mind pedig az eurdpai
mortalitdsi mutatokban. Annak ellenére, hogy a szivritmuszavarok kialakuldsaval &s
kezelésével foglalkoz6 aritmoldgia a belgyogyaszat €s a kardiologia kiemelt teriiletévé valt, sok
esetben a legmodernebb, legkorszerlibb gyogyszeres €s eszk0zos terapias torekvések ellenére
sem tudjuk megeldzni a szivritmuszavarok kialakulasat és a hirtelen szivhalalt. Ezért a
legtobbszor hirtelen fellépd, gyakran haldlos kimenetelii betegségeknek a kezeléséhez
elengedhetetlen, hogy a betegségek ¢€lettani és korélettani hatterét minél jobban megismerjiik.

A kamrai szivizomsejtek akcidés potencidlja (AP) egymassal finom 0Osszhangban
miikddd szamos ionaram miikodésének eredménye. Az AP sordn a membranpotenial értéke
milliszekundumos tartomanyban folyamatosan valtozik, melynek hatdsara az ioncsatornak
aktivalodnak, inaktivalodnak vagy deaktivalodnak. Ezeknek az aramoknak a nagysaga és
iranya fiigg az ionok elektrokémiai gradiensétdl, a csatorndk kapuzasi kinetikdjatol, ami
fesziiltség- és idofiiggd.

Szamos kozlemény foglalkozik az AP-t kialakitd csatorndk elektrofiziologiai
sajatsadgaival, azonban ezek az eredmények elsésorban hagyomanyos fesziiltség-clamp
technikdval végzett kisérletekbdl szarmaznak. A hagyomanyos fesziiltség-clamp technika soran
négyszogimpulzusokat hasznalunk az ioncsatornak aktivalasara. Ezzel szemben, fiziologids
kortilmények kozott, a sejt membranpotencialja az AP-soran pillanatrol-pillanatra valtozik, igy
az ionaramok AP alatti aramprofilja jelentésen eltérhet a négyszogimpulzusok alatt
regisztraltaktol. Az AP alatti aramprofilok vizsgélatdra Fischmeister ¢és munkatarsai
kifejlesztették az un. akcids potencial fesziiltség-clamp (APVC) technikat (1). Az APVC
lényege, hogy az elektrofiziologiai mérés soran parancsjelként négyszogimpulzus helyett
akcids potencialt — vagy a sejt sajat AP-jat, vagy egy elére regisztralt kanonikus AP-t —
alkalmazunk, ezzel modellezve még jobban az in vivo koriilményeket.

Tovabbi eldrelépést jelentett az un. onion peeling technika bevezetése. Ez a technika azt
teszi lehetdvé, hogy ugyanazon a sejten tobb ioncsatorna miikodését tanulmanyozhassuk APVC
technika segitségével (2,3).

Patologias kortilmények kozott megvaltozhat az ioncsatorndk szabalyozédsa, expresszids
mintdzata, illetve kiilonboz6 gyodgyszerek gatolhatjak, vagy serkenthetik mukodésiiket, ami

ritmuszavarok kialakuldsdhoz vezethet. Ezen elvaltozasok, azon tul, hogy valtozatos klinikai



koérképekben mutatkozhatnak meg, a sziv- és érrendszeren kiviil is, tobb szervrendszert is
¢érinthetnek.

Az ionaramok kozotti Osszefiiggések, kapcsolatok kevésbé ismertek, ugyanakkor a
ritmuszavarok adekvat kezeléséhez elengedhetetlen, hogy ismerjiik az egyes ionkonduktancidk
akcios potencial alatti profiljat, az iondramok kozotti korrelaciokat. Ezen Osszefliggések

feltarasa uj fejezetet nyithat a szivritmuszavarok kezelésében.

2. Irodalmi attekintés

2.1 A kamrai szivizomsejtek akcids potencialja és iondaramai

A szivizomsejtek akcids potencidljat szamos, kiilonbozd fehérjéken keresztiil folyd
iondram pontosan szabalyozott miikodése egyiittesen alakitja ki (4). Az AP alakjat az AP eltéro
fazisaiban aktivalodd, majd inaktivalédé aramok ereddje befolyasolja. Az akcids potencialt
rendszerint 4 fazisra osztjuk (0-4. fazis) (1. abra).

A 0. fazis a gyors depolarizacié szakasza, melynek soran a gyors, fesziiltségfiiggd
natriumcsatornak megnyilnak, rajtuk keresztiil a Na" ionok elektrokémiai gradiensiiknek
megfeleléen belépnek a sejtbe. Ennek kovetkeztében a membranpotencial értéke a Na® ionok
Nernst-potencialja felé tolodik, ezéltal jelentds depolarizacié alakul ki. A depolarizacid
hatasara a Na* csatornak igen gyorsan inaktivalodnak, ennélfogva relative hosszu ideig nem
ingerelhetdek, ez okozza a szivizomsejtek refrakter periodusat.

Az AP 1. fazisaért a tranziens outward aramok (w1 és li2) a felelosek. A Lo egy 4-
aminopiridin (4AP) szenzitiv dram, mig az L2 egy 4AP-ra nem érzékeny kloridaram (5). A I
depolarizaciora aktivalodik, és egy rovid ideig tartd, dtmeneti enyhe repolarizaciot idéz el
majd inaktivalédik. A sejtmembran depolarizacidjanak hatdsdra a natriumcsatornakkal
egyidében az L-tipusi kalciumcsatorndk (Ic.r), valamint a kiilonb6zé kaliumcsatornak
aktivacioja is elkezdddik, azonban ezeknek a csatornaknak az aktivacioja joval lassabb. Az Ica L
az AP 2. fazisa alatt éri el maximumat, ekkor dominal a mikodése. Mivel a kalcium-ionok
equilibrium-potencialja a membranpotencial értékétdl joval pozitivabb, a kalium-ionoké pedig
negativabb, igy a platd fazis sordn alig lathat6 membranpotencial valtozas, nagy a membran
impedanciaja. A korabban inaktivalodott Na*-csatornak egy része a platd fazis soran mar
visszatért inaktiv allapotabol és Gjra aktivalodnak (késoi natriumaram (Inar)). Dominaléan az
AP 2. fazisa sordn miikodik tovabbd a natrium-kalcium cserearam (Incx), mely az
intracellularisan felhalmozott kalcium-ionok eltavolitdsdban vesz részt. A plato fazist kovetden

indul a valédi repolarizéacio, melyet az AP 3. fazisanak neveziink.



A 3. fazis az Icar inaktivacidjaval indul, melyet a késdi egyeniranyité kaliumaram
(delayed rectifier, Ik) gyors (Ikr) és lasst (Iks) komponenseinek aktivalédasa kovet.

A terminalis repolarizdci6 az AP 4. fazisa sordn megy végbe, melyet a befelé
egyeniranyitd kaliumaram (Ixi) alakit ki. A kovetkezd szivciklus kezdetéig a sziv
munkaizomsejtek membranpotencialja a nyugalmi értéken marad, mely hatterében ugyancsak

az IK1 éll.

1. abra. A kamra szivizomsejtjeinek akcios potencidljat kialakito ionaramok, az AP fazisai
alatt. Megegyezés szerint a nulla vonal felett lathato aramok kifelé iranyulo un.
,outward” daramok, mig a nulla vonal alattiak befelé iranyulo ,,inward” aramokokat
jelolnek. Varro és mtsai. kozleménye alapjan (6).

2.2. A szivizomsejtek f6bb depolarizalé iondramai

2.2.1. A feszultségfliggd natriumdram (In,) €s a kés8i ndtriumaram (Ina,)

A szivizomsejtek akcidés potencialjanak gyors felszalld szarat a fesziltségfiiggd
natriumaram gyors komponense (Inacarly) alakitja ki. Az aramot kialakitdé csatornak gyors
aktivaciot kovetden gyorsan inaktivalodnak (7,8). Az inaktivalodott natriumcsatorndk tartos
depolarizacid hatdsara kisebb valosziniiseggel ugyan, de ujranyilhatnak, kialakitva egy

elnyqjtott, kisebb amplitid6ji natriumaramot (InaL) az AP platofazisa alatt (2. dbra).
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2. abra: A késoi natriumdaram a sziv munkaizomrostjainak AP-ja alatt fiziologids és koros

koriilmeények kozott. Horvath B. és mtsai kozleménye alapjan modositva (9)

A szivizmon a fesziiltségfiiggd natriumcsatorna csaladbol (Nay) domindléan a
tetrodotoxinra (TTX) nem érzékeny Nay1.5 isoforma expresszalodik (10—12), emellett azonban
szdmos, szivre nem jellemz6, TTX-szenzitiv natriumcsatorna (Nay1.1, Nay1.2, Nay1.3, Nay1.4,
Nayl1.6) is leirasra keriilt (13—17). Az Nayl1.5 csatornafehérje koveti a fesziiltségfiiggd
natriumcsatornak csaladjanak éltalanos szerkezetét. A polipeptid lanc négy homolog alegységre
oszthatd, melyeket egyenként hat transzmembran (6-TM) domén épit fel, koztiik intra- és
extracellularis hurkokkal. Az alegységek S4-es doménje tolti be a fesziiltségszenzor szerepét,
ez a TM régi6 pozitiv toltésti arginin/lizin aminosavakat tartalmaz. Az S5-S6 domén a
poérusformald alegysége a csatorndnak. A négy homoldg alegységek kozt is taldlhatok
interdomén régiok, melyeknek szabalyozo szerepe van, illetve a csatorna inaktivacios kapujat

is egy ilyen interdomén rész alkotja (IDIII-IV) (3. &bra).
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3. abra: Az Na,l1.5 csatorna szerkezete. Lathato a polipeptidlanc négy homolog doménje
az interdomeén régiokkal. A 11l és IV domén kozotti szakasz a csatorna inaktivdcios

kapuja (Kistamas és mtsai kozleménye alapjan modositva)(18).

Az Nay1.5-0s izoformanak a szakirodalom szerint harom kiilonb6z6é kapuzasi modja
ismert. A single-channel mérések alapjan a ,,tranziens méd (TM)”, a ,,burst méd (BM)”, és a
,late-scattered-mod (LSM)” kiilonboztethetéek meg. A csatorndk TM aktivitasa alakitja ki a
korai natriumdramot, mig a BM ¢és az LSM a késdi natriumaram (Ina,r) kialakuldsaért felelds
els6sorban (19). A InaL szerepe a szivizom AP sordn sokaig vita targyat képezte, hiszen, a korai
natriumaramhoz képest egy joval kisebb amplitudoja (20-50 pA) aramrodl van sz6. Az AP
platoja alatt azonban a szivizomsejtek impedancidja nagy, ezért egy viszonylag kis amplitidoja
iondram is jelentés membranpotencidlvaltozast tud eldidézni (20). A Inar profilja és miikodése
jelentds fajok kozotti eltérést mutat (21). Amplitiddja tengeri malac és nyal mintdkon mérve
hasonld a platé alatt folyod repolarizalo kaliumaramokéhoz, gétldsa pedig szignifikansan
csokkenti az AP iddtartamat, ilyen modon a Inar jelentés mértékben hozzajarul az AP
morfoldgia kialakitasahoz (22-25).

A szivizomsejtek kalciumhdztartdsadban is jelentOs szerep jut a késéi natriumaramnak.
A megnyild natriumcsatorndk befelé iranyuld aramot alakitanak ki, igy atmenetileg megné a
szubmembran tér natrium koncentracidja, ami magaval vonja a natrium eltavolitd
mechanizmusok felerdsodését (26). A sejtek natrium és kalcium haztartasa kozti f6 kapocs a
natrium-kalcium cseréld (NCX), mely az tn. ,,forward” médban mitkddve 1 Ca?" ellenében 3
Na*-ot juttat a sejtbe. Az NCX elsddleges szerepe a Ca" ionok eltavolitisa a sejtbdl, azonban
az AP alatt egy rovid ideig képes ,,reverz’” mdédon is miikddni, amikor is kalciumot juttat a

sejtbe és natriumot tavolit el onnan (26-30).



Mivel az inward késdi natriumaram depolarizalja a membrant, né az AP hossza. Minél
hosszabb ideig depolarizalt a sejtmembran, anndl hosszabb ideig és annal nagyobb
valészinliséggel nyilnak meg illetve nyilnak Ujra az L-tipust kalciumcsatornak, melyek
kalcium influxot idéznek el6 (31-35).

A késdi natriumaram szabalyozéasa komplex mddon zajlik. A kalcium ionok, melyek
szdmos intracellularis folyamatot reguldlnak, befolydsolhatjak a kiilonb6zé ioncsatornak
miikodését, igy a Ina,-t kialakito csatorndkat is. A calmodulin (CaM) és a kalcium-calmodulin
fiiggd protein kinaz II (CaMKII) is jelentds szerepet tolthet be az dram és a Nay csatornak
szabalyozasaban (36—40), valamint a [-adrenerg jelatviteli utvonal is részt vesz a InaL

A késdi natriumaramnak tobb gatldszere is ismert. Ugyan a Nayl.5 csatornafehérjét
TTX-re nem szenzitiv csatornaként ismerjiik, a tetrodotoxin pM-os koncentraciéban (egyéb
TTX-érzékeny csatornaknal nM-os koncentracidoval szemben) géatolja a csatornat (41). Emellett
a Vaughan-Williams beosztds I. osztalydba tartozo antiarritmids szerek (pl.: quinidin,
procainamid, lidokain, flecainid, propafenon, mexiletin) is gatoljak mind a Inacarly-t €s a Ina,L-t.
A mexiletinhez hasonld hatasokkal bir a GS-967 nevli molekula, melyet szelektiv késdi
natriumaram gatlészernek fejlesztettek, azonban jelentds frekvenciafiiggd Inacarly gatlo hatasa

is van (42).

2.2.2 A natrium-kalcium cseredram (Incx)

A natrium-kalcium cseredram f6 funkcidja az intracellularis Ca?*-ok eltavolitasa a
szivizomsejtekbOl. A natrium-kalcium cseréld a membranpotencial értékétdl és az
ionkoncentracioktol fliggden kétféleképpen mitkddhet. Az egyik a sejtb6l 1 Ca**-ot 3 Na*
ellenében eltavolité forward, a masik pedig a forditottan mikddé reverz mod. Mivel ez a
folyamat nem elektroneutralis, igy az AP soran dominaldan egy depolarizal6 dramot tart fenn
a fehérje (6,27,43). Az akcios potencial kezdeti fazisaban azonban, a gyors depolarizaciot
kovetden, Na*-ok ellenében Ca’*-okat juttat a sejtbe.

A natrium-kalcium cserearamot egy a szarkolemmaban talalhatd masodlagosan aktiv
fehérje alakitja ki. A fehérje szerkezetét tekintve 9 TM doménbdl 4ll, mely struktara harom
részre oszthatd. Az N-termindlis régi6 5 TM alegységet foglal magéban, mig a C-terminalis
régioban 4 TM egység talalhatd. Kozottik van egy hidrofil fehérjeszakasz, mely
intracellularisan helyezkedik el (44). A 2-3 TM domén alkotja az al, mig a 7-8 TM domén

pedig az a2 alegységet. Ezek az a-alegységek feleldsek az ionmegkotésért €s transzportért (45).
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Az intracellularis protein B-alegységeket tartalmaz, melyek Ca?"-kot6helyekként
funkcionalnak. A Ca** kotédése aktivalja a transzportert, Na* jelenlétében pedig deaktivalodik

(46-49)(4. abra).

NH2 l

COOH

CBD1 CBD2

4. abra: Az NCX csatornafehérje szerkezete. A csatorna szerkezetileg 9 TM régiobol all,
emellett tartalmaz a-alegységeket, melyek az ionmegkétésért és transzportert felelosek,
illetve egy nagy intracellularos fehérjelancot, mely kalciumkoto régiokkal bir. (Hafver

eés mtsai. kozleménye alapjan modositva)(50)

Az NCX esetében is tobb izoforma ismert, szivben leginkdbb az NCXl-es formdja
expresszalodik.

Az elmult évtizedek soran az NCX, mint lehetséges antiarritmias célpont is elétérbe
alkalmazott vizhajtd, az amilorid és annak szadrmazékai jelentették, azonban alacsony
szelektivitasuk miatt nem alkalmasak sem az dram vizsgélatara, sem arritmidk kezelésére (51).
Li és munkatarsai 1991-ben irtak az NCX gatlé peptidrdl (XIP) mely egy szintetikus anyag,
amit az NCX fehérje aminosav szerkezete alapjan allitottak el (52). A XIP kotohelye azonban
intracellularisan helyezkedik el, a molekula nem jut 4t a sejtmembranon, igy alkalmazésa
limitalt, emellett szelektivitasa is megkérddjelezhetd, mert egyes kalmodulinkotéhelyekkel is
verseng (53). A KB-R7943 igéretes szernek indult, azonban az NCX-re vald szelektivitasa
ennek sem volt megfeleld, ugyanis leirtdk tobbek kozott natrium-, L-tipusu kalcium- és
kaliumcsatorna gatlo hatasat is (54). Az egyik legszelektivebb NCX inhibitorként szamontartott
szer a SEA-0400, melynek egyéb iondramokra kifejtett gatld hatdsa nem ismert (55). A SEA-

0400 antiarritmids hatasat leirtdk kisérletesen létrehozott iszkémia-reperfuzidés modellen,
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tovabba a korai- €s a késdi utdédepolarizaciok amplitadojat is hatékonyan csokkentette (56,57).
A legtijabb és legigéretesebb NCX gatlonak az ORM-10962 (ORM) tiinik. Nem ismert a
molekula egyéb ionaramokra kifejtett gatldo hatdsa. Az ORM kisérletes koriilmények kozott
szignifikansan csokentette a késdi utddepolarizaciok eléfordulasat, illetve a hozzajuk kothetd
ritmuszavarok kialakulasat (58). Megfigyelték tovabba, hogy mérsékli az AP alternansok
kialakulasat is (59).

2.2.3 Az L-tipusu kalciumadram (Ics,1)

Az L-tipust kalciumdram (Ic.r) a sziv minden tipusu sejtjén kimutathatd (60). A
szivizomsejetek kontrakcidjahoz sziikséges kalcium-ionok az L-tipust kalciumcsatornan
keresztiil az extracellularis térbdl jutnak a sejtbe, ami kivaltja a kalcium indukalt kalcium
felszabadulast a szarkoplazmas retikulumbdl (61). Ezeken feliil a kalcium, mint masodlagos
hirvivé részt vesz a jelatviteli folyamatokban, igy mas ioncsatorndk szabalyozasaban is (62).
Az L-tipusu kalciumcsatorna depolarizacié hatdsara nyilik. Ez a megnyilds azonban joval
lassabb, mint a fesziiltségfliggd natriumcsatornaké. Ez az oka annak, hogy kalcium bearamlas
foként az AP plato fazisa alatt mérhetd.

Szerkezetét tekintve a fesziiltségfiiggd kalciumcsatorndk csaladjat a fesziiltségfiiggd
natriumcsatornakhoz hasonléan heteropentamer fehérjék alkotjak (63,64). A porusformald al
alegység egy nagy molekulatomegli (koriilbeliil 200-250 kDa) fehérje, mely a
fesziiltségszenzort, inaktivacios kaput és gyogyszerkotohelyeket is tartalmaz (63,65). Emellett

tobb, jarulékos szereppel biro, foként szabalyozo alegység (a2,B,y,0) alkotja a csatornat (11,63).
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5. abra: A fesziiltségfiiggd kalciumcsatorndk sematikus szerkezete. A porusformalo ol
alegység négy domeénbdl dall, melynek doménjeit egyenként hat transzmembran régio
alkotja. Ez az al alegység tartalmazza az inaktivacios kaput és a kiilonbozo
gvogyszerkotohelyeket is. Emellett tobb, szabalyozo alegység (02,0,y,0) is részt vesz

csatorna kialakitasaban. Catterall és mtsai. kézleménye alapjan modositva (11).

A csatornaalkotd al alegységet négy csaladba oszthatjuk (Cay1-4), az egyes csaladokba
tobb izoforma sorolhat6. Human miokardiumban foként a CACNA1C gén altal kodolt Cay1.2
izoforma van jelen (66,67). Az al alegység, a fesziiltségfiiggé Na* csatornakhoz hasonléan
négy homolog doménbdl (DI-DIV) 4ll, melyeket egyenként hat hidrofob transzmembran régiod
(S1-S6) alkot (63). A fesziiltségszenzor szerepét a Ca?* csatornak esetében is az S4-es szegmens
tolti be, mely pozitiv toltésii aminosavakat, foleg arginint és lizint tartalmaz (68). Az
ioncsatorndk szelektivitasat, Un. szelektivitasi filterek biztositjak. Az S5-S6 régié kozti
hurokban egymashoz nagyon kozel allo negativ toltésii glutamat oldallancok alakitjak ki a
porus kalcium ionokra valo szelektivitasat (EEEE-szekvencia) (69). A kalcium ionokon kiviil
kevés kétértékli kation szdmara is atjarhatd a csatorna, a tobbi bivalens ion viszont gatolja a
csatorna mitkodését (pl.: Co*", Mn?*) (11,68). Ennek oka, hogy ezek az ionok bekotddnek a
csatorna porusaba, és nehezen disszocialnak onnan, elzarva igy a Ca?*-ok utjat a csatorna
lumenében (67).

A fesziiltségfiiggd kalciumcsatornakat a fentebb ismertetett porusformald al alegységen

kiviil szabalyozé domének alkotjak. A [-alegyég az al alegységhez kapcsolddik az
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intracellularis oldalon (5. &bra), és az Ica,L fesziiltség ¢s idofiiggését befolyasoljak (63,70). Az
a2 protein extracellularisan helyezkedik el, a & alegységek pedig transzmembran
elhelyezkedéstiek, kozottiik diszulfidhidak vannak (63,65). Utdbbi két protein a porusformalu
al fehérje kapuzasi kinetikajat valtoztatja meg (71).

A szivizomban dominaldan jelenlévo Cay1.2 csatorndk depolarizaciora aktivalodnak. A
folyamatot meghatarozé félaktivacios fesziiltségérték szivizomsejteken koriilbeliil -15 és -20
mV kozé esik. Ennek értékét is a kiilonbozd szabalyozo proteinek (a2, B, 0), illetve a sejten
kiviili tér Ca*" koncentracidja befolyasolja (11). A csatorna a fesziiltségfiiggd
natriumcsatorndkhoz hasonldan inaktivalodik. Inaktivacioja kalciumfiiggést mutat, emellett
természetesen fesziiltségfliggd folyamat is (72,73). Az ioncsatorna inaktivaciojat nagy
mértékben befolyasolja az intracellularisan elhelyezkedd kalmodulin, illetve a kalcium-
kalmodulin fiiggd protein kindz komplex (74).

Az Ica1 gatloszereit tobb csoportra bonthatjuk. Fébb csoportjai kdzé a dihidropiridinek
(pl.: nizoldipin), a fenil-alkil-aminok (pl.: verapamil) és a benzothiazepin szarmazékok (pl.:
diltiazem) tartoznak. A példaként felsorolt hatdanyagok a klinikumban is gyakran alkalmazott
antihipertenziv és antiarritmids szerek (75).

Valamennyi kalcium-antagonista szer a csatorndk ol-alegységéhez kotodik (65). A
dihidropiridinek a III. és IV. domén, mig a fenil-alkil-amin szdrmazékok a IV. domén S6-o0s
szegmenséhez kotddnek. Ezzel szemben a benzothiazepinek az intracellularis oldalon a III. és
IV. domén kozotti interdomén-hidhoz kapcsolddnak (76). Az L-tipusu kalciumcsatornak a
szivizmon kiviil szdmos human szovetben kimutathatok (vazizom, vaszkularis-, bronchialis-,
gasztrointesztinalis-, urogenitalis- ¢és uterindlis- simaizom). Emiatt a kiilonb6zd
kalciumcsatorna-blokkolok alkalmazésa tobb betegség kezelésében is hatasos lehet, a klinikai
alkalmazasuk leginkdbb a magasvérnyomas-betegség kezelésében elterjedt, azonban

antiarritmias és antianginds hatasukat is kihasznaljuk (65).
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2.3. A szivizomsejtek f6bb repolarizdlé ionaramai

2.3.1. A késéi egyenirdnyitd kdliumdaram (Ig)

A késbi egyeniranyito kaliumaramot (Ix) tobb komponensre oszthatjuk az aram aktualis
kinetik4ja, kapuzésa és gyogyszerérzékenysége szerint: ultragyors- (Ixur), gyors- (Ikr) és lasst
(Ixs) komponense (77-82). Altalanossagban elmondhaté, hogy a kés6i kaliumaramért felelds
csatornak depolarizacid hatdsdra kinyilnak, majd alacsonyabb fesziiltségértékek mellett
kifejezetten lassan zarulnak. A Ik szerepe elengedhetetlen a szivizomsejtek repolarizacidjaban.
Egyik fontos alkotdja a szivizomzat repolarizacids rezervjének, ezaltal része egy komplex
védomechanizmusnak, mely a kiilonb6z6 szivritmuszavarokkal szemben véd (77,83).

A késoOi kéliumért felelds csatornat egy 6TM/1P felépitésti csatornafehérje alakitja ki. A
fesziiltségfiiggd  kaliumcsatorndk  (Ky) szerkezete  tipusos, a  fesziiltségfiiggd
natriumcsatornakéhoz hasonlo. Fébb kiilonbség, hogy mig a natriumcsatornak pérusformald
doménje egy nagy polipeptid lanc, addig a fesziiltségfiiggd kaliumcsatorndkat egymassal
azonos proteinek homotetramert alkotva alakitjak ki. Az a alegység 6TM régiobol, valamint
intracellularisan elhelyezkedd N- és C-terminalisbol all. Az S4-es szegmens a fesziiltségfiiggo
natriumcsatornkhoz hasonloan fesziiltségérzékeldként miikodik, minden harmadik pozicidban
Arg/Lys oldallancokat tartalmaz (84). A csatorna K* szelektivitasat itt is egy szelektivitasi filter
biztositja, melyet Thr-X-Gly-Tyr-Gly aminosav sorrend alakit ki. Ez a szelektivitasi sziiré a

csatornaporust kialakité S5-S6-os szegmens kozott talalhato (85) (6.4bra).
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6. abra: A késoi egyeniranyito kaliumaramot kialakito fesziiltségfiiggo kaliumcsatorna
szerkezete. A csatorndt négy, egymassal analog fehérje tetramerizdcioja alkotja.
Minden domén 6TM alegységet tartalmaz. A fesziiltségszenzor szerepét itt is az S4

alegység tolti be. Choe és munkatarsai alapjan modositva (86).

2.3.1.1. A kés8i egyeniranyitd kdliumdram gyors komponense (Ix)

A késo6i kaliumaram gyors komponenséért felelds ioncsatornat a KCNH2 gén (kordbban

hERG) altal kodolt Ky11.1 csatornafehérje alkotja. Szerkezeti felépitése a korabban emlitett
6TM/1P tipusu fesziiltségfliggd kaliumcsatornakét koveti (87).
A csatorna depolarizacidra gyorsan aktivalodik, majd szinte azonnal inaktivalodik (88,89). A
gyors inaktivaciot fokozatos Gjranyilas kdveti, majd a csatorndk zart allapotba keriilnek, azaz
deaktivalodnak (83). A csatorna miikodését némileg meglepd modon az extracellularis K*
koncentracio is befolyasolja. A sejten kiviili K*-szint novekedés ugyanis noveli az Ik,-t, mig az
extracellularis K*-koncentracidé csokkenése gatolja azt. Ez a jelenség ellentétes azzal, mint
amire a K™ ionok Nernst potencialja alapjan szamitanank (90,91). Megfigyelték tovabba, hogy
nyul és human sziven is a hERG (KCNH2) gén 4ltal kddolt csatornat kdzvetleniil befolyasolja
az extracellularis K*-koncentracio, melynek csokkenése esetén fokozott csatorna internalizacio
¢s lebomlas kovetkezik be (92).

Tobb szelektiv Ik, gatldszer ismert, ezek hatdsmechanizmusuk szerint az antiarritmias
gyogyszerek I11. osztalydba sorolandok (93). Ide tartozik tobbek kozott az E-4031, a d-Sotalol
¢és a Dofetilid is (82,94,95).
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A kiilonb6zd antiarritmids szereken kiviil fontos tudni, hogy egyéb szervrendszerekre hatd
gyogyszereknek is van Ik, gatld hatasuk. Egyik legismertebb csoport, melynél igen gyakran
megnyilvanul a QT-intervallumot nytjtdé hatds, az antipszichotikumok egy csoportja (pl.

Haloperidol, Kvetiapin) (96).

2.3.1.2. A késdi egyeniranyitd kaliumaram lassu komponense (ls)

Szivizomsejteken a kés6i kaliumaram lassi komponenséért felelds csatornat is a
klasszikus 6TM/1P szerkezetii K,7.1 csatorna egy MinK nevii jarulékos proteinnel egyiittesen
alakitja ki. A Ky7.1 fehérjét KCNQ1, mig a MinK fehérjét a KCNEI1 gén kodolja (97). A MinK
fehérje 1 TM alegységbdl all, mely 6nmagédban porusformalasra nem képes, a Kv7.1-hez (-
alegységként kapcsolddva modositja annak mikodését.

A Iks aktivalodésa joval lassabb, mint a Ik, esetében megfigyelhetd. Aktivalodasa az AP
platé fazisa alatt zajlik, majd negativ membranpotencidl értékeknél gyorsan deaktivalddik,
inaktivacid nélkiil (78,98). A Iks kinetikdja és profilja jelentds fajok kozotti kiillonbségeket
mutat (77-79,99-101). A human mintan mérhetd aramokkal (98,102,103) Osszehasonlitva
megallapithatd, hogy azokkal a kutyasziven mért eredmények korreldlnak legjobban.

A Igs szimpatikus tonusfokozddas hatasara (B-adrenerg aktivacid) aktivalodik,
jelentésen megnd az amplitaddja (104,105). Ennek hatterében a cAMP-PKA tutvonal mellett
ujabban a CaMKII utvonal szabalyozé szerepét is felvetik (106). Ezen kiviil az AP hosszanak
novekedése esetén is megfigyelhetd a Ixs amplitidojanak novekedése és ezaltal - bizonyos
hatarok kozott - képes mads, a repolarizacioban részt vevd ionaramok miikddésének
ellenstlyozasara, helyettesitésére (107—109). A Iks f6 szerepe az AP hossz novekedésének
ellenstlyozasa, de fiziologids esetben kevéssé jarul hozzd a humdn szivizomsejtek
repolarizacidjahoz. Biztositja a repolarizaciés homogenitast, igy egy védelmi vonalat biztosit
kamrai ritmuszavarok, példaul a Torsade de Pointes arritmia ellen (110,111).

Szdmos Iks gatld szer ismert. A Chromanol 293B-t szelektiv Ikxs gatlészernek
fejlesztették, azonban a teljes gatlast eldidézd koncentraciok (30-50 pM) esetén mar jelentos Iio
gatlast is tapasztaltak (112,113). A HMR-1556 a Chromanol egyik analogja, mely annal joval
szelektivebbnek bizonyult (114—-117).
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2.3.2. A befelé egyeniranyitd kdliumaram (lg1)

A befelé egyeniranyitd kaliumaramért a fesziiltségfiiggd kaliumcsatornak egy specialis
tipusa felelds. Szerkezetiikre jellemzd, hogy 2 TM-doménbdl és 1 pérusformald régidbol allnak
(86) (7. abra). Intracellularis N- és C-terminalissal rendelkeznek, ionszelektivitasukat egy Gly-
(Tyr/Phe)-Gly aminosav szekvenciaju régid biztositja. Nevét onnan kapta, hogy biofizikai
karakterisztikaja erdteljes befelé torténd egyeniranyitast mutat. Ezt a befelé egyeniranyitast
nagyméretli poliaminok (spermidin®*, spermin*") valamint Mg?* ionok biztositjak, melyek az
intracellularis oldal fel6l kapcsolodnak a csatornafehérjéhez és megvaltoztatjdk annak

szerkezetét (118—120).

NH,

COOH

7. abra: A befelé egyeniranyito kaliumcsatornak dltalanos szerkezete. Az ioncsatorna 2TM
doménbol all, az N- és C-termindlis intracellularisan helyezkedik el. Choe és

munkatarsai alapjan modositva (86).

A szivizomban foként a K;2.1 fehérje altal kialakitott csatorna van jelen (121). Az
ioncsatorna biztositja a nagy nyugalmi kalium-permeabilitast, igy az aram f6 funkcidja a
nyugalmi membranpotencial fenntartdsa. A  csatorndn -30 mV-ndl negativabb
membranpotencial értékek esetén nagy mennyiségli toltés jut keresztiil, ennél pozitivabb
értekeknél azonban gyakorlatilag megsziinik az dram (4). Miikodésére tobb tényezd is hatassal
van. Az extracellularis K+ koncentracié novekedése noveli az Ix; konduktancigjat (122), ezzel
szemben az extracellularisan alkalmazott Ba**, Cs* valamint kiilonboz6 antiarritmias szerek (pl.
Amiodaron)(123) gétoljak az ioncsatornat. Leirtdk tovabbd az intracelluléris acidézis, az

oxidativ stressz és a lizofoszfatidil-kolin gatlo hatasat is (124—126).
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2.4. Klinikai aspektusok

Az ioncsatornakat érinté mutaciok, elvaltozasok valtozatos klinikailag is megnyilvanul6
koérképekben mutatkoznak meg. A kiilonb6zd ioncsatorna-betegségek tobb szervrendszert
érinthetnek.

Az SCN5A-gén altal kodolt csatorna (Nay1.5) mutacidja igen valtozatos kardiologiai
korképeket okozhat. Funkcionyerd mutacidi a hosszit QT-szindroma 3-mas tipusat okozzak.
Ilyenkor a kés6i natriumaram tranziens inaktivacidja karosodik, megndvelve az akcios
potencidlok idétartamat (127,128). Az SCNSA funkcidveszté karosodasa Brugada-
szindroméahoz vezethet (129). hatterében tobbféle mechanizmus allhat. A natriumcsatornak
inaktivacdjat kovetd lassabb reaktivacio, illetve a csatorna megnyildsat kdvetd gyors
inaktivacio is feltételezheto.

A Inar novekedését leirtdk még tobbek kozott szivelégtelenségben (15,130-134),
tovabba szivizom ischaemidt kdvetd reperfuzios karosodas is novelheti az dram denzitasat
(135,136), emellett farmakoldgiai hatasokra is néhet az &ram denzitasa (137). A megnovekedett
InaL noveli az akcids potencidl idétartamat, repolarizacidés inhomogenitashoz, valamint korai
(EAD) ¢és késéi (DAD) utddepolarizaciokhoz vezethet, melyek életveszélyes, kamrai
ritmuszavarokat generalhatnak (132,138-140).

A fentieken kiviil leirtak még izolalt kamrai vezetészavart (ICCD), autoszomalis
recessziv sick sinus szindromat (SSS), familiaris paroxismalis kamrafibrillaciot de az SCNSA
gén érintettségét a hirtelen bdlcs6halalban is felvetik (141).

A Cayl.2-fehérjét (Icar) kodoldo CACNAIC gén pontmutacidja okozza a Tymothy-
szindromat. A  Tymothy-szindréma egy tobb szervrendszert érintd betegség.
Szivritmuszavarok, hosszi QT-szindroma, idegrendszeri érintettség, autizmus €s syndactilia
képében jelentkezik (142,143).

A korabban hosszt QT-szindroma 4. tipusaként emlegetett Gn. ankirin-B szindroma
hatterében az ankirin-B proteint kodolo ANK2 gén mutacidja all. Az ankirin-B a natrium-
kalcium cseréld kihorgonyzasaban jatszik szerepet (144). Az ANK2 gén funkciovesztd
mutacidja fenotipusosan valtozatos ritmuszavarokat okoz (pl.: sick sinus szindréma,
pitvarfibrillacid, idiopatias kamrafibrillacid, testedzés indukalta kamrai tachycardia) (145).

A KCNH2 gén (Ky11.1) funkcidveszté mutacidi nyoman az Ik, amplituddja és stirlisége
is csokken, ami LQT2-t okoz (146,147). A KCNH2 funkcidényeréses mutéacioja is lehetséges,
mely rovid-QT szindroméhoz vezet. Ekkor azonban a csatorna C-tipust inaktivacioja is

karosodik, valamint a K* szelektivitasat is elvesziti a csatorna (148).
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A KCNQI gén funkcidvesztése soran a Kv7.1 fehérje (Ixs) mitkddése karosodik.
Dominans forméaban a hossza-QT szindréma 1. tipusaért, recessziv formaban pedig Jervell—
Lange— Nielsen-szindroméért felelnek (149,150). A KCNQI1 funkcidonyerése is lehetséges,
ekkor fenotipusosan a rovid-QT szindréma 2. tipusa jelenik meg (151). Leirtdk tovabba a

Az un. Andersen-Tawil szindrémat a Kir2.1 fehérjét kodold6 KCNJ2 gén
funkciovesztése okozza. A betegség soran az Ix; miikodése karosodik. A hosszii QT-szakaszon
kiviil periodikus paralizis, illetve craniofacialis eltérések jellemzik a korképet (152). A KCNJ2

funkcionyerése rovid-QT szindromat (3. altipus) okoz (153).

20



3. Célkitlzés

Szamos kutatas vizsgalta a szivizomsejtek ionaramait, azonban ezek a publikalt

eredmények egyrészt ellentmondasosak, masrészt a mérések dontéen hagyomanyos fesziiltség-

clamp technikaval torténtek, sokszor az élettani koriilményektdl jelentdsen eltérd viszonyok

kozott (szobahdmérséklet, eltérd iondsszetétel) (39,62). Ezért munkank sordn a célkitiizéseink

a kovetkezo6k voltak:

Vizsgaljuk az akcids potencial kialakitdsdban résztvevd kiillonb6z6 iondramok
egymashoz valé viszonyat az in vivo koriilményeket jol modellez6 akcids potencial

fesziiltség-clamp koriilmények kozott.

Tanulmanyozzuk az akcidés potencial kilakitdsdban résztvevé depolarizald ¢és

repolarizalé aramok paraméterei kozotti korrelaciokat.

Fiziologias koriilmények kozott vizsgaljuk az akcids potencial termindlis
repolarizacidjanak eseményeit, valamint a repolarizacidoban részt vevo ionaramok (Iki,

Ikr, Iks) és a késOi ndtriumaram kalciumfiiggését.
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4. Anyagok és moédszerek

4.1. Szivizomsejtek izolalasa

A kutatds soran kutydk szivének bal kamrajabol enzimatikus emésztéssel nyert
szivizomsejteken dolgoztunk. Azért ezt az allatmodellt valasztottuk, mert a human sziv legjobb
elektrofiziologiai modelljének jelenleg a kutyaszivet tartjak (21). A szivizomsejteket kisérleti
célra tenyésztett, ivarérett, vegyes nemil kutyak szivébol izolaltuk. A sejtizolalas sordn az Un.
anterograd szegmens-perfizids technikat alkalmaztuk (154). Az éllatok altatasahoz 10 mg/ttkg
dozisban alkalmaztunk ketamin-hidrokloridot (Calypsol, Richter Gedeon Nyrt.,
Magyarorszag), melyet 1 mg/ttkg dozisu xylazin-hidroklorid (Sedaxylan, Eurovet Animal
Health BV) adasaval egészitettiink ki. A mellkas megnyitasat kovetéen gyorsan kiemeltiik a
szivet, ezt kovetden a bal eliilsé leszalld koszoruseret (LAD) kaniilaltuk. A LAD vérellatasi
terliletének megfelelden Langendorff apparatus segitségével perfundaltunk a szivizmot.

A sejtizolalas els6 fazisaban (kb. 5 perc) 2,5 g/ taurint, 175 mg/I piruvatot, 13,5 mg/l
allopurinolt, 750 mg/l ribozt, 1,3 g/l NaHCOs-ot és 200 mg/l NaH,POs-ot tartalmazo, Ca?*
mentes, modositott JIMM oldatot (Minimum Essential Medium Eagle; Joklik-féle mddositas,
termékazonositd: M0518; Sigma) alkalmaztunk, hogy eltavolitsuk a szivizomszovet vér és Ca>*
tartalmat.

Az enzimatikus emésztés soran kortilbeliil 30 percig perfundaltuk a szivet kollagenazt
(660 mg/l, 215 u/mg Type II.; Worthington), borju albumint (2 g/, Fraction V., Sigma)
tartalmaz6 JMM oldattal. A sejtizolalas sordn végig karbogén géazzal ekvilibraltuk az
alkalmazott oldatokat, a hdmérsékletet allando, 37 °C-on tartottuk.

Az enzimatikus emésztés utan az LAD ellatési teriiletének megfelelden a bal kamra
ellils6 faldban egy a szivcsucs felé es¢ U-alaki metszést ejtettiink a kamrafal midmiokardialis
rétegében, ezzel szabadda téve az elfolydsodott izomszovetet.

Az elfolyosodott szovetdarabokat 50 uM Ca** -ot tartalmazé JMM-oldatban
szuszpendaltuk. Ezt a sejtszuszpenziot tobb iilepitési cikluson at sziirtiik, illetve mostuk at egyre
ndvekvd Ca**-koncentracioju JMM oldattal. A sejtizolalast kovetden a sejteket 2,5 mM Ca?*
méréseket a sejtizolalastol szamitva leghamarabb 2-3 6rdval késébb kezdtiik. Az izolalasok
soran nyert sejtek atlagosan 40-60%-a volt téglalap alaky, éles szEll, ép citoplazméju €s ép
harantcsikolati. A mérések soran a megfeleld sejt kivalasztasahoz ezeket a tulajdonsadgokat

figyeltiik, mert ezek nagyban meghatarozzék a sejtek életképességét.
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8. abra: Izolalt szivizomsejt az emésztési és szirési folyamatot kovetéen, mikroszkop

alatt. A sejt téglalap alakii, éles szélii. Ep hardntcsikolatot és tiszta citoplazmat mutat.

Minden elvégzett kisérlet 6sszhangban volt a ,,Guide for the Care and Use of Laboratoy
Animals” (US NIH publication No 85-23. revised 1996) és a Helsinki Deklaraci6 alapelveivel.
A kisérleti protokollt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatetikai Bizottsdga is jovahagyta
(No. 51-57/1997 OEJ)( 9/2015/DEMAB).

4.2. londram mérés akcids potencial feszlltség clamp technikaval (APVC)

A mérések kezdetén a szivizomsejteket egy allandé 37 °C hémérsékletd, 0,5 ml
térfogati plexiliveg mérékadba helyezziik, mely egy invertalt mikroszkop (Nikon Eclipse
TE2000-U; Nikon Corporation, Tokyo, Japan) targyasztalaban foglal helyet. A sejteket
bikarbonatot tartalmaz6 médositott Tyrode oldattal (121 mM NaCl, 4 mM KCl, 1,3 mM CaCl2,
1 mM MgCl12, 10 mM HEPES, 25 mM NaHCO3, 10 mM gliikk6z, pH=7,35) perfundaltuk 1-2
ml/perc sebességgel, gravitacio-vezérelt perfuzids rendszerrel.

Az aramjeleket MultiClamp 700B erdsitd (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)
segitségével regisztraltuk. A kimend jeleket Digidata 1440A késziilékkel (Molecular Devices)
végzett analdg-digitalis atalakitas utan rogzitettiik pClamp 6.0 és 10.0 (Axon Instruments Inc.)
szoftverek alkalmazasadval. A mérések soran alkalmazott kisérletes elrendezést a 9. dbra

szemlélteti.
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9. abra: Az APVC mérések soran alkalmazott kisérleti elrendezés. A szivizomsejtbol
elvezetett aramjelet egy erdsito tovabbitja az A/D jelatalakitoba, ami digitalizalja azt,

igy teszi lehetove, hogy szamitogépen rogzitsiik, taroljuk és értékeljiik az aramjeleket.

A mérésekhez 2-3 MQ ellenallasti boroszilikdt mikroelektrodakat (patch pipetta)
hasznaltunk. A patch pipettakat P-2000 tipust pipettahtizé hasznalataval (Sutter Instrument,
Novato, CA, USA) készitettilk. A pipetta bels6 oldatdnak a végsd Osszetétele eltérd volt a
kiilonbozo kisérletek soran, azonban minden esetben ugyanaz a meghatarozott 6sszetételii alap
belso oldat keriilt kiegészitésre. Ennek az alapoldatnak az 6sszetétele a kovetkezd volt: 120 mM
K-aszpartat, 30 mM KCI, 3 mM MgATP, 10 mM HEPES, 3 mM foszfokreatinin, 0,01 mM
EGTA, 0,002 cAMP, 10 mM KOH (pH=7,3). A CaMKII utvonal gatlasanak vizsgalata soran

Az APVC mérések soran a pipettaval, a mikroszkop alatt, megkozelitettiik a vizsgalt
sejtet, majd a pipetta hegyével a sejt felszinét megérintve enyhe szivassal csokkentettiik a
pipettaban 1évé nyomast, igy egy nagy ellenallasu kapcsolatot (1-10 GQ) un. ,,gigaseal” -t

alakitottunk ki. A gigaseal kialakitasat kovetoen ijabb szivassal tovabb csokkentve a pipetta
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nyomasat attortiik a pipettaba tliremkedett membranrészletet, igy kaptuk meg a patch-clamp
technika egészsejtes elrendezését (155). Minden kisérlet elején meghataroztuk a vizsgalt sejt
kapacitasat, mely egy rovid +10 mV-rdl -10 mV-ra torténd 15 ms hosszisagu, hiperpolarizald
aramimpulzus segitségével tortént. A membrankapacitas mérésére azért volt sziikség, mert a
mért ionaramokat a sejtek membranjanak kapacitdsdra normalizaltuk, melynek nagysaga
aranyos a sejtmembran feliiletével. A mérések alatt a soros ellenallas 4-8 MQ volt, az ennél
nagyobb, illetve a mérés sordn fokozatosan ndvekedd soros ellendllds esetén a mérést
elvetettik. Az egészsejtes konfiguracid kialakitasat kovetéen a sejteket folyamatosan
stimulaltuk 0,7 szekundum hosszusagu ingerlési ciklushossz mellett.

Fesziiltségparancsként, a mérések jobb Osszehasonlithatosaga érdekében, minden
esetben ugyanazt az eldzetesen regisztralt, midmiokardialis szivizomsejtbdl szarmazo6 akcids
potencialt, az Gn. kanonikus AP-t alkalmaztuk. A kanonikus AP alkalmazasanak elénye a sejt
sajat akcios potencialjaval szemben, hogy kikiiszobdli az egyes sejtek sajat AP-ja kozotti
morfoldgiai kiilonbségeket.

A kanonikus AP-val stimuldlva a sejteket, kozel nulla d&ramot mériink. Ezt tekintjiik
referencia &ramnak. Ezt kdvetden a vizsgélni kivant iondram specifikus gatloszerét alkalmazva
a gatolt ioncsatorna miikddését az erdsitének kell potolnia, ami igy negativ eldjellel az un.
kompenzacios aramot eredményezi. A kompenzacios aramot kivonva a referencia-arambol

megkaptuk az eredeti, AP alatt foly6é hatdoanyagszenzitiv ionadramot (10. dbra).
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10. abra: Az APVC technika elve a HMR-1556 szenzitiv aram (Ixs) példajan bemutatva. az
dabran a szaggatott vonalak a nulla vonalat jelolik. A zold szinii analog gérbe a
fesziiltségparancsként alkalmazott kanonikus AP, a kék szin a fesziiltségparancs
alkalmazasara kialakulo referencia aramot jel6li. A kompenzdcios aramot piros szinnel
jeloltem, a referencia aram (kék) és a kompenzacios aram (piros) kiilonbségének
megfeleld valodi, AP alatti, hatoanyagszenzitiv ionaram fekete szinnel van feltiintetve.

Részletes magyardzatot lasd a szévegben.

4.3. Az onion-peeling modszer

Az un. onion-peeling modszerrel egy sejten tobb ionaramot is vizsgalhatunk. A technika
lényege, hogy a sejtet kumulativ mddon, kiilonbdzé ioncsatorndk specifikus gatloszerét
tartalmazd oldattal perfundaljuk. Az oldatok sorrendje fontos, hiszen a legspecifikusabb
gatloszert kell elészor alkalmazni, hogy egy kevésbé szelektiv csatornagatld (pl.: BaCl,) ne
hamisitsa meg a mérési eredményeinket. Az APVC-mérések soran minden esetben a perfuzios
oldatok alapja a korabban feltiintetett bikarbondatot tartalmaz6 modositott Tyrode-oldat volt.

Ehhez adtuk hozzd a kiilonb6zé csatornagatloszereket meghatarozott sorrendben és
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koncentracioban. A vizsgalt &ramok sorrendje a kdvetkezd volt: 1. Inar; 2. Incx; 3. Icar; 4. Iks;

5. Iks; 6. Ix1 Az alkalmazott gatloszereket és koncentracidjukat az 1. tablazat tartalmazza.

Vizsgalt iondram Gatloszer Koncentracio
INaL GS-967 1uM

Incx ORM-10962 0,5 uM

IcaL Nizoldipin 1luM

Ik, E-4031 1luM

Iks HMR-1556 0,5 uM

Ik BaCl, 50uM

1. tablazat: Az APV C-mérések soran alkalmazott csatornablokkolok és koncentracioik.

Az APVC mérések egy masik csoportjaban a f0bb outward aramokat mértiik, szintén onion-
peeling modszerrel. Ekkor a vizsgalt aramok sorrendje az alabbiak szerint alakult: 1. Ik, 2. Iks
3. Ixi. Minden é4ram esetében a gatloszert tartalmazd oldattal a farmakologiai hatas
stabilizalodasaig (3-4 perc) perfundéltuk a sejteket, ezt kovetden a kanonikus AP-val stimulalt
sejten mérhetd aramjeleket 20-30 cikluson keresztiik regisztraltuk. A mérési mitermékek,
illetve a ciklusok kozti kiilonbségek kikiiszobolésére a 20-30 ciklus alatt kapott aramjeleket
atlagoltuk, majd kivontuk a referencia arambol, igy kaptuk meg az adott hatéanyagra szenzitiv

1onaramot.

4.4. londram mérés konvencionalis feszlltség clamp technikaval

A kés6i natriumaram gatldsara alkalmazott GS-967 alkalmazasa soran felmeriilt a
lehetdsége annak, hogy a GS-967 hatdssal van nem csak a Ina-ra, hanem az Ic,r-ra is. Ennek
a kizarasa érdekében konvencionalis fesziiltség-clamp méréseket végeztiink. Az egészsejtes
konfiguracio  kialakitdsat  kovetden — fesziiltségparancsként — négyszogimpulzusokat
alkalmaztunk.

A kalciumaram mérése sordn a sejtek stimuldldsira egy 200 ms hosszusagu
tesztimpulzust hasznaltunk, amely -80 mV-os tartéfesziiltségrdl indult. Ezt kovette egy 15 ms
hosszusagu -80 mV-r6l -40 mV-ra depolarizald eléimpulzus, mellyel inaktivaltuk a

natriumcsatornakat, majd a tesztimpulzus sordn +5 mV-ra depolarizéltuk a sejteket (11. bra).
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11. abra: A konvencionalis fesziiltség clamp mérések soran alkalmazott fesziiltségimpulzus.
A -80 mV-os tartofesziiltségrol indulo tesztimpulzus tartalmazott egy 15 ms hosszusagu

-40 mV-ra depolarizalo eléimpulzust. A tesztimpulzus teljes hossza 200 ms volt.
A konvencionalis mérések esetében a Tyrode oldatot az alabbi anyagokkal egészitettiik ki: 10

uM TTX, 1 uM E-4031, 50 uM chromanol 293B ¢és 3 mM 4-aminopyridin. Erre azért volt

sziikség, hogy a natrium- és kaliumcsatornak miikddését gatoljuk.

4.5. Akcids potencial mérések hegyes mikroelektrédaval

A szivizomsejtek transzmembran potencidl valtozésait boroszilikat kapillarisbol
készitett magas ellenallast (20-40 MQ) hegyes mikroelektrédaval mértiik. Az elektrodak belsé

A sejteket 1 masodperces ingerlési ciklushosszal stimuldltuk 1-2 ms hosszsagu
négyszogimpulzusokkal, melyek amplitudojat az ingerkiiszob kb. 120%-ara allitottuk. Az
egyensulyi allapot elérését kovetden az impulzusok ciklushosszat valtoztattuk 0,3 és 2
masodperc kozott. Minden ciklushosszon 50 AP-t regisztraltunk, majd valtoztattuk a
frekvenciat. Ez a mérési technika lehetdvé teszi, hogy lényegében steady-state koriilmények
kozott vizsgaljuk egyes hatdanyagok frekvenciafiiggését.

Az akcios potencialok digitalizalasa soran a mintavételi frekvencia 200 kHz-es volt. A

digitalizalt AP-kat a szamitogépen taroltuk a késdbbi kiértékelésig.

4.6. Intracelluldris Ca?* koncentracié és sejtrovidiillés mérése

A szivizomsejtek intracellularis Ca?* tranzienseinek méréséhez a sejteket 6 pM Fura-2
AM-mel toltottiik 12 percen at, Tyrode oldatban, Pluronic F-127 jelenlétében. Ezt kovetden 30
percig szobahdmérsékleten, fénytdl elzart helyen pihentettiik a sejteket, ezidd alatt az
intracellularis térben a festék deészterifikalodott. A 30 perc letelte utan a kisérletekig 15 °C-on

tartottuk a szivizomsejteket.
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Parancsjelként egy supramaximalis 2 ms négyszdgimpulzust adtunk, az impulzusok
ciklushossza pedig 0,7 masodperc volt.

Az Ca?' tranzienseket minden esetben 37 °C-on mértik alternald, kettds
sugargerjesztésti fluoreszcens fotométer (Photon Technology International, New Brunswick,
NJ, USA) segitségével. A mérés elve, hogy mig a Ca?"-ot nem kotott festék abszorpcids
maximuma 340 nm, addig a Ca®"-ot kotott festéké 380 nm, igy a két kiilonb6zd gerjesztési
hulldimhossz alkalmazdsa utdin mért fluoreszcens fény intenzitdsdnak a héanyadosabol
kovetkeztethetiink az intracellularis Ca>* koncentraciora. A fluoreszcencia emisszidjat 510 nm-
en mértiik egy R1527P fotoelektron-sokszorozo (Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH.,
Herrsching am Ammersee, Germany) hasznalataval. A hattérfluoreszcencia minden esetben
levonasra keriilt. Az analizis soran 10 egymast kovetd Ca?" tranzienst atlagoltunk. A jelek
digitalizalasat 500 Hz-en végeztiik a FeliX Software (Photon Technology International, New
Brunswick, NJ, USA) alkalmazasaval.

A szivizomsejtek hosszdnak rovidiilésének mérése szintén platinaelektrodok
segitségével, téringerléssel stimulalt sejteken tortént. A kisérletekhez egy specidlis, a sejtek
sz¢lét érzékeld kamerat alkalmaztunk (VED-105, Crescent Electronics, Sandy, Utah, USA). A
mintavételezési frekvencia 240 Hz volt. Az analdg jeleket erdsitettik (DC amplifier,
Fonixcomp Ltd, Hungary), digitalizaltuk (Digidata 1440A, Molecular Devices), majd
szamitogépen rogzitettiik a pClamp 10 szoftver (Molecular Devices) segitségével. A sejthossz
mérését megeldzden a rendszert hemocitométerrel kalibraltuk. A sejthossz rovidiilést minden
esetben a kiindulasi diasztolés sejthosszhoz viszonyitva fejeztiik ki (frakciondlt rovidiilés).
Minden vizsgalt esetében 10-10 gorbét regisztraltunk 1 uM nizoldipin hozzaadasa eldtt és utan.

Az analizis soran a sejtrovidiilések gorbéit atlagoltuk.
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4.8 Statisztikai elemzés

A dolgozatban szerepld adatok a kisérleti eredmények szdmtani kozépértékei + a
kozépértékek korili standard hiba. A csoportok kozotti statisztikai  szignifikanciat
egyszempontos varianciaanalizissel, majd Student-féle t-probaval vizsgaltuk. Két valtozo
kozotti korrelacio vizsgélatdhoz korrelacidanalizist végeztiink, a korrelaciokat Pearson-féle
korrelacios koefficienssel (r), és az egyenes meredekségével (m) fejeztik ki. A korrelacios
koefficiensek és meredekségek kozti szignifikanciat, szintén Student-féle t-probaval vizsgaltuk.
A kiilonbségeket és a korrelaciokat szignifikansnak tekintettiik azokban az esetekben, amikor

a p érték kisebb volt, mint 0,05.
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5. Eredmények

5.1 A szivizomsejtek f6bb ionaramprofiljainak meghatarozasa

A szivizomsejtek fobb depolarizald és repolarizal6 iondramainak vizsgalata soran elsé
1épésként akcids potencidl fesziiltség clamp modszer (4.2 fejezet) segitségével meghataroztuk
a vizsgalt iondramok profiljat, fiziologias koriilmények kozott. A kisérletek soran az iondramok
farmakologiai szepardldsdhoz az onion peeling technikat (4.3 fejezet) alkalmaztuk (12. dbra).

Az alkalmazott gatloszereket az 1. tablazatban tiintettiik fel.

12. abra: A vizsgalt depolarizalo és repolarizalo ionaramok, és AP alatti profiljuk. Az
daramprofilok meghatarozasat onion-peeling technikaval végeztiik. A szaggatott sziirke

vonal minden esetben a nulla vonalat jeloli.

Az é4ramjelek analizise soran meghatdroztuk az dramamplitddét, az iondramok altal
szallitott toltésmennyiséget, és a platd fazis kozepén mérhetd aramdenzitdst. Az aram

amplituddjanak az dramjel csticsértékét tekintettiik, az aramok altal szallitott toltés mennyiségét
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pedig a nulla vonalhoz viszonyitott gorbe alatti terliletként definidltuk. A platé kozepi
aramdenzitdst a 90%-os repolarizdcidhoz tartoz6 AP id6étartam (APDgo) felénél mért
aramdenzitasként hatdroztuk meg. A depolarizalé (inward) aramok koziil a legnagyobb gorbe
alatti teriilettel az Ica rendelkezett, mely -72,24+6 mC/F toltést széllitott. Ezt kdvette sorban a
Incx, -37,3£2,5 mC/F, a Inay altal szallitott toltés mennyisége pedig -27,7+2,3 mC/F volt. A
repolarizalé (outward) dramok esetében a legnagyobbnak a Ix; adodott (64,86+3,9 mC/F),
melyet a Ik (34,143,9 mC/F) majd a Iks (15,64+1,3 mC/F) kovetett (13. abra).
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13. abra: A vizsgalt iondaramok altal szallitott téltés mennyisége és egymdshoz valo
viszonyuk. Az aramok altal szallitott téltés mennyiséget az aramgorbék integraljaként
hataroztuk meg. A rombusz alaku szimbolumok az egyes mérési eredményeket, mig a

kitoltott korok azok atlagat jelolik. (*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001).

Az dramamplitidokat dsszevetve szintén hasonl6 sorrendet kaptunk (14. abra). A depolarizalod
aramok kozil a legnagyobb amplitaddja az L-tipusti kalciumdramnak volt, -1,01+0,086 A/F.
Ett6] kisebbnek bizonyult a Incx és a Inar, melyek amplitudéi rendre -0,57+0,085 A/F és -
0,43+0,091 A/F voltak. Az repolarizald aramokat is vizsgélatuk, itt a szallitott 6ssztoltéshez

hasonloan, a legnagyobb aramamplitadot a Ik esetében mértiik 1,75+0,1 A/F. Ezt kovette a Ik,
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melynek legnagyobb aramsitirtisége 0,46+0,018 A/F volt. A legkisebb amplitad6ji dramnak a
Iks bizonyult, 0,24+0,02 A/F.
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14. abra: Az ionaramok amplitudoi. Az aramamplitudokat a nulla vonalhoz (szaggatott
vonal) mért legnagyobb kitéréskent hataroztuk meg. A rombusz alaku szimbolumok az
egyes meresi eredmeényeket, mig a kitoltott korok azok atlagat jelolik.

(*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001)

Ahhoz, hogy a kiilonb6z6 ionaramokrol még atfogobb képet kapjunk, és minél sokrétiibben
tudjuk vizsgalni a fenti paraméterek kozotti korrelaciokat, megvizsgaltuk a platéd fazis kozepén
mért aramsuriiségeket is. Ezeket dsszevetve megallapitottuk, hogy az inward aramok koziil az
AP plato fazisanak kézepén az Ica-nak volt a legnagyobb az amplitaddja, itt -0,44+0,029 A/F
aramsiiriséget mértiink. Ettdl kisebb értéket mértiink a Incx esetében, ahol ez az érték -
0,17+0,026 A/F volt. A Inar platé kozepén mért denzitdsa -0,19+0,02 A/F-nak adodott. Az
outward aramok esetén, a platd kozepén a legnagyobb aramnak a Ik, bizonyult, melynek
aramdenzitasa 0,1340,022 A/F volt. Ezt kovette a sorban a Iks, mely esetén 0,084+0,018 A/F
denzitast mértiink. A platdé kdzepén mérve, a legkisebb amplituddju aram a Ix; (0,064+0,01
AJ/F) (15. abra).
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15. abra: Az AP plato fazisanak kézepén mert aramamplitudok értéke a vizsgalt ionaramok
eseteben. Ebben az esetben az amplitudokat az APD 90 érték felénél, a nulla vonalhoz
(szaggatott vonal) viszonyitott legnagyobb kitéerésként hataroztuk meg. A rombusz alaku
szimbolumok az egyes mérési eredmeényeket, mig a kitoltott korék azok atlagat jelolik.

(*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001).

5.2 Korrelacidk a szivizomsejtek f6bb ionaramainak paraméterei k6zott

Munkénk soran tanulmanyoztuk, hogy az ionaramoknak az el6z0 fejezetben bemutatott
paraméterei hogyan korreldlnak egymassal. Elsoként az outward aramok paramétereit
hasonlitottuk 0ssze. Az outward aramok altal szallitott toltés mennyiség értékei kdzott nem

talaltunk szignifikans korrelaciot (16. abra).
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16. abra: A vizsgalt outward dramok altal szallitott toltések mennyiségének
osszehasonlitasa. A korrelaciokat a Pearson-féle korrelacios koefficienssel jellemeztiik.
A-C panel: Nem taldltunk szignifikans korrelaciot sem a Ix; és Ik, sem a Ix; és Ixs, sem

pedig a Iks és Ik altal szallitott téltésmennyiségek kozott.

Az outward aramokkal ellentétben, az inward Incx és az Icar altal szallitott
toltésmennyiség Osszehasonlitdsakor, a Pearson-koefficiens 0,75-nek adddott, mely arra utal,
hogy a két aram altal szallitott toltés mennyisége szignifikdnsan korreldl egymassal (17. abra).
A tobbi inward aram esetében hasonld jelenséget nem figyeltiink meg. A platé kozepén mért

aramdenzités és az dramamplitido esetén sem talaltunk kapcsolatot az inward dramok kozott.
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17.abra: Az inward aramok altal szallitott toltésmennyiségek osszehasonlitisa. A
panel: A Pearson-féle korrelacios koefficiens (r=0,75) és a pontokra illesztett egyenes
meredeksége alapjan az Ic,1 és a Incx kozott a szallitott toltésmennyiseg esetében
szignifikans korreldciot figyeltiink meg. B-C panel: Az Ica 1 és Ina 1, illetve a Incx és InaL

altal szallitott toltésmennyiség esetén nem talaltunk szignifikans kapcsolatot.
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Az inward és az outward 4ramok paramétereit egyenként, egymassal is
Osszehasonlitottuk. Szignifikans kapcsolatot talaltunk — némileg meglepd mdédon — az Ica L
és a Ik, paraméterei kozott (18. dbra). Osszefiiggést taldltunk az Icar és Ikr amplitidéja,
valamint a platé kozepén mért denzitasa és az dramok altal szallitott toltésmennyiség esetében
is (18. abra). Ezen feliill, varhaté mddon, az inward ¢és az outward dramok altal egylittesen

szallitott toltés mennyiség kozott szintén szignifikéns korrelacio 4ll fenn.
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18. abra: Az Ic.1 és a Ix- paraméterei kozotti korrelaciok. A panel: A Pearson-féle
korrelacios koefficiensek alapjan szignifikans korrelaciot talaltunk a Ix- és az Icar
kozott a legnagyobb aramsiiriiség tekintetében. B-C panel: A plato kozepén meért
daramstiriiség (B panel) és az aramok altal szallitott téltésmennyiség (C panel) szintén

szignifikans korrelaciot mutatott.

5.3. A termindlis repolarizacié ionprofiljainak id6- és kalciumfliggése

Megvizsgaltuk az AP terminalis repolarizacidjaban kozremiik6dé aramokat, azok
idobeli lefutasat, és meghataroztuk az AP maximalis repolarizacids sebességét (V- max). Ez
utdbbi paraméter megfelel a membranon atfolyo nettd aramnak (Inet) a terminalis repolarizacid
soran, mely a membranpotencial értékének id6 szerinti elsd derivaltjaként definialhato (19.
abra).

Megfigyeltiik, hogy annak ellenére, hogy a Ik, amplitidoi jelentdsen kisebbek voltak,
mint a Ixi-¢, a Ik, idoben eldbb, egy kevésbé negativ membranpotencial értéknél érte el a
maximumét. gy a I, legnagyobb kitérését a V- max -hoz képest 11 ms-mal el8bb, a Ix; pedig
3,5 ms-al késobb érte el. Ezek alapjan feltételezziik, hogy a termindlis repolarizacio

elinditasaért, €s igy az AP hosszdnak meghatarozasaért a Ik, lehet a felelds. Az AP id6étartama
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természetesen valamennyi repolarizald kaliumaram fliggvénye, de az eredményeink arra

utalnak, hogy fizioldgias koriilmények kozott a Ik ezt csak kisebb mértékben befolyasolhatja.

>

V_max

-80

Membranpotencial (mV)

-100-

o

) 0

1,5 1

1,0 -

0,5 1

Aramdenzitas (A/F

0,0-

150 160 170 180 190 200 210
AP felszall6 szaratdl eltelt id6 (ms)

19. abra: A terminalis repolarizdacio soran mérhetd fobb ionaramok.
A panel: A membranpotencial értékének valtozasa az AP termindlis repolarizacioja
soran. A V- max -ot a szaggatott vonal jeloli. B panel: A termindlis repolarizacio alatt

mérhet6 ionaramok profilja. Az Ine: a membranon atfolyo netto aramot jelenti.

Vizsgaltuk a repolarizacioban részt vevo fobb ionaramok kalciumfiiggését is. Az onion-
peeling mérések soran az iondramok elkiilonitése minden esetben az inward aramokkal
kezdd6dott, igy az altalunk vizsgalt 6sszes outward, repolarizald aram mérése 1uM GS-967 +
0,5 uM ORM-10962 + 1 uM nizodipin jelenlétében tortént. A nizoldipin gatolta az L-tipusu
kalcium csatornékat, igy ezen mérések soran mind a szubmembran tér, mind pedig a teljes
citoplazma kalciumkoncentracioja kisebb volt, a nizoldipin mentes oldattal perfundalt

szivizomsejtekhez képest. Ezért tovabbi kisérleteinket olyan szivizomsejteken végeztiik, ahol
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nem gatoltuk az Icar-t, igy szabad kalciumciklus mellett vizsgalhattuk az outward aramokat.
Az APVC mérések soran harom kaliumaramot (Ik:, Iks, Ix1) vizsgaltunk az onion-peeling
technika segitségével, a kalciumaramok mddositasa nélkiil.

Megallapitottuk, hogy a késoi egyeniranyitd kaliumdram lassi komponense jelentds
kalciumfiliggést mutatott, az aram profiljadban pedig jelentds, kalciumfiiggd valtozasokat
figyeltiink meg (20. dbra A-B panel). A szabad kalciumciklus mellett mért eredményekhez
képest, gatolt IcaL esetén a maximalis aramdenzitas (0,32+0,06 A/F-r61 0,20+0,02 A/F-ra; n=11
p<0,05), a platé kdzepén mért denzitas (0,23+0,03 A/F-rol 0,08+0,02 A/F-ra; n=11 p<0,01)
illetve az aram altal szallitott toltés mennyisége is (28,2+5,2 mC/F-rdl 5,6£1,4 mC/F-ra; n=11
p<0,05) szignifikansan csokkent (20. abra C-E panel). Megfigyeltiik tovabba, hogy gatolt Icar
mellett a Ixs az AP felszallo szaratol mérve szignifikdnsan késébb (154+4 ms helyett 171+5 ms;

n=11, p<0,05) érte el az dramcstcsat (20. abra F panel).
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20. abra: A Ixs kalciumfiiggése. A panel: A Ikt APVC technikaval mértiik. Parancsjelként
a panelen bemutatott kanonikus AP-t alkalmaztuk. A gatolt kalciumciklus jelentésen
megvaltoztatta a Ixs akcios potencidal alatti profiljat. Az AP alatti aramgorbéken a
vastag vonal az atlagot, a vékonyabb vonal pedig a szordast jeloli. B panel: A szabad
kalciumciklus mellett, valamint a gatolt Ic.1 esetén mért Ixs aram-fesziiltség gorbéje.
C-F panel: A Ixs paraméterei és azok valtozasa fiziologias és gatolt kalciumciklus
mellett. A rombusz alaku szimbolumok az egyes mérési eredményeket, mig a kitéltott

korok azok atlagat jelolik. (*=p<0,05; **=p<0,01).

A Iks-vel ellentétben sem a Ik, sem pedig a Ik esetében nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget egyik vizsgalt paraméter esetében sem gatolt és szabad kalciumciklus mellett

(21.4bra).
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21. abra: A Ik és a Ik profilja szabad és gatolt (Ic.1 gatlas) kalciumciklus mellett. A Ikt
(A panel) és Igi-ot (F panel) APVC technikdaval meértiik. Parancsjelként a panelen
bemutatott kanonikus AP-t alkalmaztuk. A Ix- (B-E panel) és Ix; (G-J panel)
parameéterei nem valtoztak az Ic,1 gatlasanak hatasara. A rombusz alaku szimbolumok

az egyes meéresi eredmeényeket, mig a kitoltott kérok azok atlagat jelolik.

5.4. Az iondaramok gatlasanak hatasa a szivizomsejtek intracellularis
kalciumtranzienseire

A késOi natriumdram, a natrium-kalcium cseredram, illetve az L-tipust kalciumaram
gatldsanak intracellularis kalcium koncentraciora kifejtett hatasat is vizsgaltuk. Az
intracellularis kalciumkoncentracié valtozdsaira a sejtek kalciumtranziensei alapjan
kovetkeztettiink. Méréseket végeztiink gatloszer-mentes, kontroll koriilmények kozott, 1 uM
GS-967, valamint 1 uM GS-967 + 0,5 uM ORM-10962-vel torténd eldkezelést kdvetden.
Megallapitottuk, hogy sem a InaL sem a Incx gatldsa nem valtoztatta meg szignifikdnsan a
diasztolés és szisztolés fluoreszcens hanyados értékét. Az intracellularis Ca?* tranziensek
amplitadoi (Ca*" szisztole és diasztole soran mért fluoreszcens hanyados értékének kiilonbsége)
szignifikdnsan csokkentek a kés6i natriumaram gatldoszer, a GS-967 hatasara. A GS-967
alkalmazasat kovetéen a fluoreszcens hanyados amplituddja 0,4+0,05 rél 0,23+0,03-ra

csOkkent, kozottiik a t-proba alapjan kapott p-érték kisebb, mint 0,05. A GS-967 utan kumulativ
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modon alkalmazott ORM-10962 (Incx gatloszer) nem idézett eld tovabbi csokkenést a Ca?*

tranziensekben (22. dbra A-B panel).
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22. abra: Az ioncsatornagatlas hatasa a szivizomsejtek kalciumtranzienseire. A panel: A
teringerlessel stimulalt, FURA-2-vel feltoltott, izolalt szivizomsejtek fluoreszcens
hanyadosanak valtozasai kontroll koriilmények kozott, valamint 1 uM GS-967 és 1 uM
GS-967 + 0,5 uM ORM-10962 jelenléteben. B panel: A fluoreszcens hanyados értékei
a diasztole és a szisztole soran, valamint a két érték kiilonbséegeként szamitott amplitudo
ertékek. C-D panel: A téringerléssel stimulalt, izolalt szivizomsejtek rovidiilési gorbéi
és azok paraméterei. A frakcionalt révidiilést a diasztolés és a szisztolés sejthossz
kiilonbségebol szamolhatjiuk ki. A rombusz alaku szimbolumok az egyes mérési

eredményeket, mig a kitoltott korok azok atlagat jelolik. (*=p<0,05; ***=p<0,001).

Mivel a nizoldipin UV fény hatdsara pillanatok alatt elbomlik, igy Ca?" tranziens
méréssel a nizoldipin intracellularis kalcium koncentraciora kifejtett hatdsat nem tudtuk
tanulmanyozni. Ahhoz, hogy a nizoldipin Ca?" koncentraciot befolyasolo hatasat
megvizsgaljuk mas modszert kellett alkalmazni, nevezetesen a sejtrovidiilést valasztottuk

indikatornak. A kezeletlen (kontroll) szivizomsejtek sejthossz rovidiilését 6sszehasonlitottuk a
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nizoldipin alkalmazasat kovetéen mért sejthossz rovidiiléssel. Megallapitottuk, hogy a
nyugalmi, diasztolés sejthossz nem valtozott szignifikansan nizoldipin hatdsara. A szisztolés
sejthossz azonban szignifikdnsan nagyobb volt a nizoldipinnel kezelt sejteken, mint a
kezeletlen, szabad kalciumciklusu sejtek esetén. A szivizomsejtek frakcionalt rovidiilése pedig
kozel nullara csokkent 1 pM nizoldipin hatdsdra. Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni,
hogy az intracellularis, maximalis Ca?*-koncentracié is jelentésen csokken a nizoldipin

alkalmazasat kdvetden (22. abra C-D panel).

5.5. A kés@i natriumaram kalciumfliggése

A kés6éi natriumdramot szintétn APVC technikdval vizsgaltuk. Az dram
megjelenitéséhez két kiilonb6zd, szelektiv natriumesatorna blokkold szert alkalmaztunk: 1 uM
GS-967, 10 uM tetrodotoxin (TTX). A két gatloszerrel kapott aramprofil alakja nagymértékben
hasonl6 volt (23. 4bra).
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23. abra: A késoi natriumdaram profilja és a vizsgalt paraméterek. A panel: Az APVC-
modszerrel mért késoi natriumaram profilok. A szivizomsejteket a mérések sordan a
panelen feltiintetett kanonikus AP-val stimuldltuk. A In.i-t két kiilonbozo, szelektiv
natriumcsatorna blokkoloval jelenitettiik meg (I uM GS-967, 10 uM tetrodotoxin
(TTX)). B panel: A Ino1 dramdenzitisa a plato fazis kézepén. C panel: A Inar altal

szallitott toltés mennyisége.

A Ina kalciumfliggését ugy vizsgaltuk, hogy elézetesen 1 pM nizoldipinnel gatoltuk az
L-tipusu kalciumaramot. Nizoldipin hatdsdra mind a GS-967-szenzitiv (n=8; p<0,05), mind
pedig a TTX-szenzitiv dram (n=7; p<0,05) platd6 kdzepén mért denzitasa szignifikansan
csOkkent (24. abra A és B panel).

A szallitott toltésmennyiség esetén a nizoldipin csak a GS-967-szenzitiv dramnal idézett el

szignifikans csokkenést (n=8; p<0,05) (24.4bra C panel).
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24. abra: A In.i kalciumfiiggésének vizsgalata. A panel: Az APVC-modszerrel mért Iy, i
kontroll koriilmények kozott és nizoldipin jelenlétében. Parancsjelként a panel felso
reszeben bemutatott kanonikus AP-t hasznaltuk. A Ing -t GS-967 és TTX alkalmazasaval
is megjelenitettiik. Az AP alatti aramgérbéken a vastag vonal az atlagot, a vékonyabb
vonal pedig a szorast jeloli. B panel: A GS-967 és TTX szenzitiv aramok plato kozepén
mért aramdenzitasa kontroll koriilmények kozott és nizoldipin alkalmazasa mellett. C
panel: A GS-967 és TTX szenzitiv aramok altal szallitott toltésmennyiség kontroll

koriilmények kozott és gatolt Ica, mellett. (*=p<0,05)

Ez az eredmény arra utalhat, hogy az éltalunk alkalmazott 1 uM GS-967 nem teljesen
szelektiv, a GS967-szenzitiv d&ram a Inar mellett az Icap egy kis frakcigjat is tartalmazza.
Tovabbi lehetdség, hogy az intracellularis kalciumkoncentracid valtoztatdsa moduldlhtaja a
InaL mukodését.

A fentiek eldontésére megvizsgaltuk a GS-967 hatasat az L-tipusu kalciuméaramra. A

méréseket hagyomanyos fesziiltség-clamp technikaval végeztiik.
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Sem az Icar maximalis amplitiddja, sem az 50 ms-al az aramjel kezdete utdn mért
aramdenzitas nem valtozott 1 pM GS-967 alkalmazéasat kovetden. Nem tapasztaltunk valtozast
az aram altal szallitott toltés mennyiségében sem (25. abra). Ezen eredmények alapjan elvethetd
az a feltételezésiink, hogy az APVC mérések soran regisztralt GS-szenzitiv ionaram a késoi
natriumaram mellett kalciumaramot is tartalmaz. Ez egyben azt is jelenti, hogy a 23. dbran

bemutatott eredmények hatterében a késdi natriuméaram kalciumfiiggd viselkedése all.
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25. abra: A GS-967 hatdsa az L-tipusu kalciumdaramra. A panel: A Icq1-t egy kombinalt
négyszogimpulzus segitségevel mertiik, hagyomanyos fesziiltség-clamp modszerrel.
A -80 mV-os tartofesziiltségrol indulo tesztimpulzus tartalmazott egy 15 ms hosszusagu
-40 mV-ra depolarizalo eldimpulzust. A tesztimpulzus teljes hossza 200 ms volt
B panel: A Icqr amplitudojat a nulla vonalhoz viszonyitott maximdlis kitéréskent
(aramcsucs) definialtuk. Ezen kiviil meghataroztuk 50 ms-mal az impulzus kezdete utan
mérheto denzitdast, valamint az dramgérbe integraljat, mely a szallitott

toltesmennyiségnek felel meg.
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Ennek igazolasara ujabb kisérleteket végeztiink, az intracellularis kalciumkoncentraciot egy

BAPTA-val egészitettiik ki. A méréseket a sejtmembran atszakitasat kovetden koriilbeliil 10
perccel kezdtiik meg. Erre azért volt sziikség, hogy a kalcium kelatornak legyen ideje bejutni a
pipetta belsejébdl az intracelluldris térbe. Meghataroztuk a platd fazis felénél (90%-os
repolarizacional mért AP id6étartam felénél) mérhetdé aramdenzitast, valamint az aram altal
szallitott t61tés mennyiségét.

Megallapitottuk, hogy BAPTA jelenlétében, a platd fazis felénél mért késdi natriumaram
denzitasa és az aram altal szallitott toltés mennyisége szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint

kontroll koriilmények kozott (26. abra).
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26. abra: A BAPTA hatasa a Ina1-ra. A panel: Az APV C-technikaval mért In,1 morfologidja
a kanonikus akcios potencial alatt, kontroll kériilmények kozott és intracellularis
BAPTA jelenlétében. Az AP alatti aramgorbéken a vastag vonal az dtlagot, a
vékonyabb, szaggatott vonal pedig a szorast jeloli. B panel: A Ina1 plato kézepén mért
denzitasat az APDoy felénél mérheto aramstiriiségként definialtuk. C panel: A szallitott

toltesmennyiséget az aramgorbék integraljaként hataroztuk meg. (*=p<0,05)
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5.6. A CaMKIl utvonal szerepe a Ina,. Szabdlyozasaban

Az irodalombdl ismert, hogy az egyes iondramok kalciumfiiggd szabdlyozisa a
CaMKII-utvonal mikddéséhez kapcsolodik. Tovabbi kisérleteink sordan ezért a CaMKII
szerepét vizsgaltuk a késéi natriumdram szabalyozasaban. Ezen mérések soran a pipetta belsd
oldata a CaMKII utvonal specifikus gatlészereként ismert KN-93-mat tartalmazott (1 uM). A
méréseket a sejtmembran attdrésétol szamitva 10 perccel késébb kezdtiik, hogy a KN-93 hatasa
kialakulhasson. Az platé felénél mért aramdenzitds, szignifikdnsan kisebb volt KN-93
alkalmazédsa mellett, mint a kontroll csoportban (27. abra). Az aram altal szallitott toltés

mennyisége csokken ugyan KN-93 hatasara, de ez a kiilonbség nem bizonyult szignifikdnsnak
(P=0,2).
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27. abra: A kesoi natriumaram a CaMKII utvonal szabdlyozasa alatt all. A panel: Az
APVC-technikaval meért Ingi aramprofilok kontroll kériilmények kézott és KN-93
alkalmazasa mellett. A parancsjel a panel felsé részén bemutatott kanonikus AP volt.
Az AP alatti aramgorbéken a vastag vonal az atlagot, a vékonyabb vonal pedig a szoradst
jeloli. B panel: A Inai plato kozepén meért denzitasat az APDoy feléenél mérheto
aramstuiriiségkeént definialtuk. C panel: A szallitott toltésmennyiséget az aramgorbék

integraljakent hatdaroztuk meg. (*=p<0,05)
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A KN-93 alkalmaziasa mellett mért eredményeinket Osszevetettiik a nizoldipinnel,
illetve a BAPTA-val kapott értékekkel és a kovetkezot talaltuk: sem a platd felénél mért
aramsiiriség (-0,28+0,04, -0,29+0,04 ¢és -0,30+£0,03 A/F), sem pedig az aram altal szallitott
toltésmennyiség (-54,6+9,9, -48,2+3,6 és -46,7+5,2 mC/F) nem kiilonbozott szignifikansan.
Eredményeink alapjan valdszinli, hogy nizoldipin, illetve BAPTA jelenlétében a CaMKII
aktivitasa csokken, ami magyarazhatja, hogy ezen kisérleteknél a normal kalciumhomeosztazis
mellett mért aramhoz viszonyitva a Ina,L szignifikansan kisebb.

Megvizsgaltuk, hogy a sejten beliili szabad kalmodulinnak van-e hatdsa a késdi
egészitettiik ki. A Inar-t TTX szenzitiv aramként hatdroztuk meg. Sem az aramstriiség, sem
pedig az aram altal szallitott t6ltés mennyiségében nem talaltunk szignifikdns valtozast a

kalmodulin hatasara.

5.7. A GS-967 hatasa az akcids potencial morfolégidjara

A GS-967 szenzitiv aramként definialt késdi natriumaram kalciumfiiggd viselkedését
AP méréssel is bizonyitottuk. Az izolalt szivizomsejtek akcidés potencidljat hegyes
mikroelektrodaval mértiik. Megallapitottuk, hogy 1 uM GS967 hatasara szignifikansan rovidiilt
az AP iddtartama (APDgo) (n=12, p<0,05). Ez a jelenség forditott frekvenciafiiggést mutatott,
nevezetesen az APDog csokkenés mértéke kisebb volt a stimulalé impulzusok frekvenciajanak
novelésével. Ezen feliil plato felénél mért amplitudd is szignifikdnsan csokkent a GS-967
hatasara. A GS-967 altal kivaltott platdo amplitido csokkenés szignifikansan kisebb volt abban
az esetben, amikor a sejteket elézetesen 5 uM BAPTA-AM-mel kezeltiik. Ezzel szemben a GS-
967 APDgo roviditd hatdsat nem befolyasolta a BAPTA-AM-mel torténd eldkezelés.

A BAPTA-AM hatasa erés frekvenciafiiggést mutatott: az APDoo szignifikdnsan
megndtt magasabb ingerlési ciklushossz mellett (alacsonyabb frekvencianal), alacsonyabb

ingerlési ciklushosszok esetén pedig nem tapasztaltunk jelentds valtozast.
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28. abra: A GS-967 hatisa az AP morfologidgjara. A panel: A GS-967 hatisa a
szivizomsejtek AP-jara fiziologias és gatolt kalciumciklus mellett, kiilonbozo ingerlési
frekvencidak mellett. B panel: A plato amplitudo valtozasa GS-967, BAPTA-AM, illetve
BAPTA-AM+ GS-967 alkalmazasa mellett kiilonbozo ingerlési ciklushosszokon.

C panel: Az APDoy érték valtozasa GS-967, BAPTA-AM és BAPTA-AM+GS-967
alkalmazasa mellett. (*=p<0,05)

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a GS-967 jelenlétében megfigyelt ,,platod-
depresszio”, ami a Ina1 csokkenésének tulajdonithatd, kalciumfiiggést mutat, mivel csak szabad
kalciumciklus mellett tapasztaltuk. Némileg meglep6 modon az APDgg rovidiilés a GS-967
hatasara hasonl6o volt BAPTA-AM jelenlétében és anélkiil. Ennek hatterében a BAPTA-AM
APDgo-et nyujtd hatasat feltételezziik. Mivel tobb szivre hatd gydgyszer APDoo-re gyakorolt
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hatasa aradnyos a kiindulasi APDy értékkel, ez kompenzalhatja az elézetesen vart, GS-967 altal

kivaltott APDyg rovidiilést a BAPTA-AM-mel torténd el6kezelést kovetden.

6. Megbeszélés

Elsoként irtuk le, a human sziv legjobb elektrofiziologiai modelljének tartott
kutyasziven (21), az AP kialakitdsdban részt vevd iondramok paraméterei, az iondramok altal
szallitott  toltésmennyiség ¢és az 4aramok amplitudoja kozotti  Osszefiiggéseket.
Kisérletsorozatunk abban is egyediilallo, hogy méréseinket a fiziologids koriilményeket jol
modellez6 APVC technikéaval végeztiik, az ionaramok szeparalasara az onion-peeling eljarast
alkalmaztuk, mely lehetdvé teszi, hogy ugyanazon a szivizomsejten hasonlitsuk Gssze a
kiilonboz6 aramokat. Ugyancsak els6ként irtuk le a Iks és a Ina,L kalciumfiiggését kutya kamrai

szivizomsejteken.

6.1. Az akcids potencial kialakitasaban részt vev§ iondramok paraméterei kdzotti
korrelacidk és azok jelentfsége szivizomsejteken

Az inward ionaramok paramétereit 6sszevetve megallapitottuk, hogy az Icar és a Incx
altal szallitott toltésmennyiség szignifikans korrelaciot (r=0,75) mutat, ugyanakkor a tobbi
depolarizalo és repolarizald dramot §sszevetve nem talaltunk jelentds kapcsolatot.

Az dramok mikddése alapjan azt varnank, hogy a Inar €s a Incx paraméterei kozott is
szoros korrelacid van, hiszen a belépd natrium mennyiségének valtozdsa modositja a Incx
funkcidjat az egyensulyi potencial és a natrium terhelés valtozasa révén. Azonban az Icar €és a
Incx kozott tapasztalt szignifikans korrelacioval szemben, a Pearson féle korrelacios koefficiens
(r=0,42) alapjan nem taldltunk szignifikdns kapcsolatot a Inar €s a Incx daltal szallitott
toltésmennyiségek kozott. Ennek az lehet a magyarazata, hogy az egészséges, stimulalt
szivizomsejtek natriumbelépéséért csupan koriilbeliil 22%-ban felelések a natriumcsatornak
(ennek is kb. fele a kés6i natriuméram), ezzel szemben a natrium-kalcium cseréld forward
modja, koriilbeliil 60%-ban felelds a szivizomsejtek natriumbearamlasaért (26). Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy az egészséges szivizomsejtek natriumhaztartasa elsésorban a sejtbe belépo-
és ilyen modon a Incx altal eltavolitott Ca?" mennyiségétdl fiigg. Ezenfeliil a sejten beliili Na*-
homeosztazisban bekovetkezé6  valtozasokat egyéb, Na'-hoz kapcsolt transzport

mechanizmusok is kompenzalni képesek, mint példaul a Na*™-K* pumpa, a Na*-H" cserél6 vagy
P p p
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a Na"-HCO3 kotranszporter. Ezeket egyiittvéve nem varhat6 szignifikans korrelacié a kés6i
natriumaram ¢és a natrium-kalcium cseréld altal szallitott toltések mennyisége kozott.

Nem taldltunk szignifikéns korrelaciot a repolarizald outward iondramok paraméterei
kozott sem. Azonban amikor az inward és outward iondramok paramétereit egymassal
hasonlitottuk 0ssze, megallapitottuk, hogy a késdi egyenirdnyité kaliumaram gyors
komponense (Ik:) és az L-tipusu kalciumaram valamennyi paramétere, igy a szallitott
toltésmennyiség, az dramamplitddoé és a platé kozepén mért aramamplitado tekintetében is
szignifikans korrelacio 4ll fenn. A jelenség hatterében az L-tipust kalciumcsatorna és a Ix-ért
felelos KCNH2 fehérje ko-expresszidja allhat (156), valamint az, hogy ezen fehérjék
térszerkezetének kialakulasa (folding) és a felszini membranba torténd kihelyezddése
(trafficking) kozosen torténik. Ezeknek a mechanizmusoknak a megismerése azonban tovabbi
vizsgalatokat igényel. Az Icar és a Ik, a plato fazis legnagyobb inward és outward aramai, a
kozottiikk megfigyelt korrelacionak szerepe lehet az AP id6tartaménak kialakitdsaban és igy az

APD heterogenitasanak csokkentésében.

6.2. Az akcidés potencidl termindlis repolarizdcidéja alatti ionaramprofilok
id6flggése

Az akcios potencial termindlis repolarizacidja alatt lezajlé események id6zitése, kiemelt
jelentdséggel bir, hiszen a repolarizaci6 zavara, inhomogenitasa szivritmuszavarok szubsztratja
lehet.

Az APVC technikdval végzett kisérleteink eredményei (19. dbra) kiemelik a Ik:
jelentdségét a szivizomsejtek repolarizacidjaban. Az AP 2. fazisa soran a Ixy még a V max érték
elérése eldtt, mig a Ix; maximuma csak ez utan figyelheté meg. Ezen feliil a Ik, &ramcstcsa
kevésbé negativ membranpotencidl-értéknél kovetkezik be, mint a Ik csucs. Ebbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a Ik:, és nem pedig a Ik1 az elinditéja a terminalis repolarizacid
folyamatanak, annak ellenére, hogy a Iki joval nagyobb aramdenzitissal bir ebben a
periddusaban az akcids potencidlnak (19. dbra).

Ezt tdmasztjak alé kiilonb6z6 farmakologiai vizsgélatok is: a Ik: szelektiv gatloszerei
(E-4031 vagy dofetilid) kifejezett ndvekedést idéznek el6 az 50%-os repolarizacional mért AP
hossz (APDso) értékben. Ezzel szemben a Ik gatlé Ba?" inkabb az APDyy értéket nyujtotta,
ezaltal az AP haromszog-alakava valt, ugyanakkor az APDsg értékre alig volt hatassal.

Meg kell emliteni tovabba, hogy a Ix: és a Iki paraméterei fiiggetlenek az akcids

crer
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(157). Ezt fontos szem el6tt tartani, mivel az AP és az iondramok kapcsolatdnak barmilyen
torzulasa, ami példdul a kanonikus akcios potenciallal torténd (sejtek sajat AP-ja helyett)
ingerlésbdl ered, nem valtoztatja meg a Ik, és a Ix1 idobeli alakulasat.

Nem példa nélkiili, hogy egy domindns outward dram aranyos egy dominans inward
arammal. Tengerimalacokban példaul, ahol a kutyaval ellentétben a platd fazis soran a {6
repolarizalé aram a Iks (82), az L-tipusu kalciuméaram a Iks-vel korreldl és nem a Ix-vel (2).
Mas éallatbol szaramzo6 preparatumokon, példaul sertésb6l vagy nyulbdl szadrmazo
kardiomiocitakon erds pozitiv korrelaciot figyeltek meg a késéi natriumaram és a Ix: kdzott
(158). Ezek az eredmények ellentétesek az altalunk, kutyakbdl szdrmaz6 szivizomsejteken mért
eredményekkel. Ugy tiinik, hogy nytl szivizomsejteken a Inar ellensulyozhatja a Ik, -t az AP
platdja soran (159), azonban ezt a jelenséget kutydk szivizomsejtjein nem lattuk. Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy az egyes iondramok ko6zotti kapcesolatokban, korrelaciokban
szintén nagy interspecies kiilonbségek lehetnek. A f6 kérdés azonban, ami a huméan kamrai
miokardium ionaramai kozotti korrelacidkat érinti egyelére megvalaszolatlan.

Az iondramok profiljanak vizsgalatakor a Ixs hamarabb aktivalodott és hamarabb érte el
cstcsat, mint a Ixr. Az, hogy a Ixs miért aktivalodik hamarabb, mint a Ik:, némi magyarazatra
szorulhat. A jelenség kiilonosen annak fényében érdekes, hogy a Ik-hez viszonyitva a Iks
pozitivabb fesziiltségtartomdnyokban aktivalodik, ¢és az aktivaciés iddallandoja is
nagysagrendekkel nagyobb (82). Depolarizacid soran a Ik, gyorsan aktivalodik, majd azonnal
inaktivalodik, igy a Ikr amplitdiddja megkdzelitéleg nulla a kutya AP elsé 40-50
milliszekundumaban. A Ik, csak ezt kdvetden, amikor a membranpotencial értéke kelléen
negativ, jelenik meg ténylegesen, mert ekkorra az ioncsatorndk mar visszatérnek inaktiv
allapotukbol (160). Fiziologias koriilmények kozott azonban a Iks szerepe elhanyagolhatd a
termindlis repolarizacidban, hiszen az L-735,821 nevii szelektiv Ixs gatloszer nem befolyasolta

szignifikansan az APD értékeket nyugalmi koriilmények kozott (107).

6.3. Az iondaramok kalciumfliggése

Kutatasunk soran megvizsgaltuk harom kaliumaram, a Ik, a Iks és a Ik1, valamint a InaL
kalciumion-fiiggését. Az IC. kalciumkoncentraci6 valtoztatasa nem befolyéasolta sem a Ix1, sem
pedig a Ik, paramétereit, a Ixs azonban kalciumérzékenynek bizonyult. A Ixs gyorsabban érte el
drammaximumat, az dram denzitisa, illetve az é4ram altal szallitott toltés mennyisége
szignifikdnsan nagyobb volt fiziologids kalciumciklus mellett, mint amit az IcaL gatlasakor

mértiink. Kutya szivizomsejteken a Iks kalciumszenzitivitdsat magyardzé mechanizmusok

52



valdsziniileg Osszetettek. A human szivhez kevésbé hasonlo allatmodelleken (pl. nyul) a Iks
kalciumérzékenységének hatterében a kalmodulin aktvivitasat irtdk le (62). Egy masik
tanulmanyban CHO sejtvonalon expresszalt K,7.1 csatorndkon a kalmodulin és a PIP;
vetélkedésérdl szamoltak be (161).

A Iks kalciumfiiggése magyarazhatja, hogy az altalunk mért Ixs amplitidok miért
nagyobbak, mint az irodalmi adatok. Varrd és munkatarsai kisérleteiben az intracellularis térrel
kapcsolatba keriild pipetta oldat kalcium-kelatorokat tartalmazott, szemben a mi
kisérleteinkkel, ahol ez nem volt jelen. Varr6é és munkatarsai ilyen koriilmények kozott 0,1 és
0,15 A/F Iks amplitddot mértek (107,162), ezek az értékek megfelelnek az altalunk Ica gatlast
kovetden mért eredményeknek. Ez kevesebb, mint a fele a fiziologids kalciumciklus mellett
mért értékeinknek.

Néhany kordbbi kisérleti eredménnyel szemben, kisérleteink soran a befelé
egyeniranyitdé kaliumaramot nem befolyéasolta az Ic.r gétldsa. Tengerimalacbdl szarmazd
szivizomsejteken az intracellularis Ca?* koncentracio csokkentése novelte a Ixi aramot (163).
Ennek hatterében az allhat, hogy a csokkent intracellularis Ca?* koncentracio hatasara csokken
a csatorna befelé¢ egyeniranyité képessége. A mi eredményeinkkel szemben, Nagy és
munkatarsai arrl szamoltak be, hogy az intracellularis Ca?* koncentracio emelkedése is
megnovekedett k1 aramot eredményez kutya kamrai szivizomsejteken (164). Ez a hatas a
CaMKII kalciumfiiggd aktivalodasanak ¢és a Ik ezzel egyidejii ndvekedésének tulajdonithato.
Fontos azonban itt megjegyezniink, hogy Nagy ¢és munkatirasainak kisérletei soran az
szemben mi, a kisérleteink sordn, nem alkalmaztunk kalcium puffereket. Nagy ¢és
munkatarsainak eredményeit attekintve kitinik, hogy Ix; amplitidé novekedést csak az
intracellularis Ca®>" koncentracio tartds, kb. 900 nM koncentracidra torténd emelése esetén
tapasztaltak. Tartosan magas intracellularis Ca®" koncentracié mellett ugyanis varhatd a
CaMKII aktivitasinak novekedése. Az is lehetséges, hogy a méréseink sordn a
kalciumtranziensek hatasara aktivaloddo CaMKII Ik ndveld hatasat ellensulyozza az
ioncsatorna kalciumfiiggd befelé egyeniranyitd képességének az atmeneti ndvekedése, és ezért
nem tapasztaltuk a Ix; kalciumfiiggését.

Elsoként irtuk le, hogy fizioldgias koriilmények kozott az intracellularis kalcium
koncentracio jelentds hatassal van a Ina-re. A sejten beliili Ca?* koncentracio 10 mM BAPTA
intracellularis alkalmazasaval torténd csokkentése, illetve az Icar 1 pM nizoldipinnel torténd
gatlasa is egyarant szignifikdnsan csokkentette mind a késdi natriumdram denzitdsat, mind

pedig az aram altal szallitott toltés mennyiségét. Az APVC és a hagyomanyos fesziiltség-clamp
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koriilmények kozott végzett mérések egyarant igazoltak a Inar kalciumfiiggését. Ezen feliil
megallapitottuk azt is, hogy a késdéi natriumaram kalciumfliggd szabalyozasa a CaMKII
jelatviteli utvonalhoz kapcsoldédik. A CaMKII jelatviteli utvonal KN-93-mal torténd gatlasa
ugyanis a kalciumciklus megvaltoztatdséhoz (BAPTA vagy nizoldipin alkalmazasa) hasonld
modon szignifikdnsan csokkentette az dram denzitasat.

A késdi natriumaram CaMKII utvonalhoz kapcsolodd stimulacidja egészséges kutya

szivizomsejteken hasonld, mint amit mér kordbban megfigyeltek nyul (165-167), egér (167—
169), kutya (39,134) és human (134) sejteken kiillonb6z6 korélettani folyamatokban, mint
példaul szivelégtelenség, szivizom hipertrofia, iszkémia és hipoxia esetén. Az értekezésben
bemutatott eredményekbdl kovetkezik az is, hogy folyamatosan stimuldlt kutya kamrai
szivizomsejteken, intakt kalciumciklus mellett, a CaMKII aktivitdsa viszonylag magas, hiszen
a kés6i natriumaram amplitidoja csokkent a CaMKII gatlasa és az intracellularis Ca*-
koncentracio csokkentésekor. Ez a megallapitds fontos, mivel egy korabbi tanulményban,
melyet szobahdmérsékleten végeztek kutyakbdl szarmazo szivizomsejteken, csupan a nulldhoz
kozeli (BAPTA-val kelalt) és magas (1 puM) kalciumkoncentracié mellett mért Inar-t
hasonlitottak 0ssze (39). Hasonl6 kovetkeztetést vontak le Erickson és munkatarsai (170), akik
a FRET alaput Camui bioszenzort alkalmaztdk a CaMKII aktivacid vizsgélatara.
Megallapitottak, hogy a Ca**/CaM alkalmazasa szignifikansan novelte a CaMKII aktivitasat a
Camuit expresszalo HEK-sejtek lizatumaiban.
Mind a szivizomsejteken, mind pedig a HEK sejteken 1 uM KN-93 alkalmazasa gatolta a
Camui aktivitassal 0sszefiiggé FRET valtozasokat, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a KN-
93 gatolja a fizioldgias excitacios-kontrakcids kapesolatbol eredé CaMKII aktivaciot, ahogyan
azt a sajat kisérleteinkben is megfigyeltiik.

Wood ¢és munkatérsai leirtak nytlbol szarmazé szivizomsejtek lizatumaban, hogy a
CaMKII dependens foszforilacidja a CaMKII-nek (autofoszforilacid), a rianodin receptorok és
a foszfolambén aktivitasa szignifikansan nagyobb az elektromosan stimulalt sejteken, mint a
nem ingerelteken (171). Ez azt is sugallja, hogy a CaMKII aktivitisa magasabb lehet a
fiziologiasan stimuldlt szivizomsejtekben, mint a teljesen nyugalmi allapotiakban. Egy masik,
szintén nyul szivizomsejteken végzett vizsgalatban megallapitottak, hogy a bazalis InaL nagy
része a CaMKII aktivitasnak tulajdonithat6 (24). Ellentétben az altalunk kutyakbol szdrmazé
szivizomsejteken mért adatokkal, nytl kamrai sejtekben kontroll koriilmények kozott a
kiindulasi Ina, stirliséget nem befolyasolta az intracellularis Ca?* csokkenése vagy a CaMKII
gatlasa, azonban hipoxids szivizomsejteken igen (165). Ennek az ellentmondésnak a hattere

tovabbi tisztazasra var.
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Altalanosan elfogadott, hogy a KN-93 kézvetleniil kotddik a CaMKII-hoz, és ezaltal
megakadalyozza a kindz aktivalasat a Ca®>/CaM-mal valo versengéssel. A legiijabb adatok
azonban arra utalnak, hogy a KN-93 kozvetleniil a Ca?*/CaM-hoz kotddik, és nem a CaMKII-
hoz (172). Bar a Wong ¢és munkatdrsai altal bemutatott hatdsmechaizmus (172) dsszhangban
van azzal, hogy a KN-93-at funkcionalis CaMKII-gatlonak tekintik, a Ca**/CaM szabélyozas
szamos helyen val6 jelenléte felveti azt a kérdést, hogy a KN-93-mal végzett megfigyelések
(mint példaul a mi eredményeink is) részben vagy egészben megmagyarazhatok-e Ca**/CaM-
fliggd, de CaMKII-fiiggetlen gatlassal.

Adatok vannak arr6l, hogy a Ca?" maga szabélyozhatja a natriumcsatornakat (173), mig
masok szerint a Ca®’/CaM komplex szabalyozza a fesziiltségfiiggd natriumcsatornak
mikodését (174,175). Abban azonban konszenzus van, hogy a natriumcsatorndk egyensulyi
inaktivacios gorbéje a pozitivabb fesziiltségértékek felé tolodik el, magasabb intracelluldris
Ca?" koncentracio esetén (176). Egy kis mértékii valtozas az egyensulyi inaktivacios gorbén
elegendd lehet egy nagyobb InaL elOidézéséhez a fiziologids kalciumhéztartasu
szivizomsejteken, szemben a nizoldipinnel, BAPTA-val vagy KN-93-mal -eldkezelt
szivizomsejtekkel.

Az L-tipust kalciumcsatorna gatlo szereket (példaul nizoldipin) gyakran hasznaljak
kiilonboz6 szivre specifikus L-tipusu kalciumaramot célzé farmakonok hatdsdnak egymastol
valo elkiilonitésére. Ebben az esetben érdemes észben tartani, hogy ezek a gatloszerek nem csak
az Ica -t gatoljak Gnmagaban, hanem megvaltoztathatjak a szivizomsejtek intracellularis Ca?*
koncentraciojat is. Ebbdl kovetkezik, hogy az L-tipusu kalciumesatornat blokkolo farmakonok
modosithatjak az dsszes Ca?" -fiiggé folyamatot, példaul a CaMKII-aktivitast és ezzel egyiitt a

Ca?*-fiiggd iondramok paramétereit, beleértve a Ina, -t is.
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6.4. A kisérletek limitacioi

Bér az eredményeink azt bizonyitjdk, hogy szoros korrelacio all fenn az inward és

outward iondramok integraljai kozott, fontos megjegyezni, hogy a kisérleteink sordn nem
tudtuk megvizsgalni az AP kialakitasdban részt vevé valamennyi ionaramot. A Ina, carly nem
vizsgalhato APVC technikdval a nagyon gyors aktivacios kinetikdja, illetve nagy amplitidoja
miatt. Szelektiv gatloszerek hidnyaban nem vizsgaltuk a kloridaramokat és a i 1-ot sem.
A szelektiv gatloszerek sem idéznek el6 teljes mértékli csatornagatlast. Példaul 50 uM BaCl,
alkalmazésa koriilbeliil 88%-at gatolja a Ixi-nek (177). Ehhez hasonléan 1 uM GS-967 is
csupan a Ina koriilbeliil 80%-at gatolja (42), és az ORM-10962 alkalmazasa sem okoz teljes
mértékll Incx gatlast. Mindezek ellenére tigy gondoljuk, hogy az alkalmazott ioncsatorna-
blokkolok elég szelektivek ahhoz, hogy az eredményeink alapjan levont kovetkeztetések
helytalloak.

Tovabbi korlatja a kisérleteinknek, hogy a InaL-t nem vizsgéltuk olyan koriilmények
kozott, amikor a CaMKII utvonal maximalisan aktivalva van magas intracellularis Ca®" szint

mellett, igy a Ina,. CaMKII-fiiggd frakcidja nem megbecsiilhetd.
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7. Az értekezésben szerepl6 (j kutatasi eredmények

1. A human szivizom legjobb elektrofiziolégiai modelljének tartott kutya
szivizomsejteken elsdként irtuk le, hogy szignifikans korrelacid van az Icar és a Incx altal
szallitott toltésmennyiség, tovabba az Ic.L és a Ik, altal szallitott toltésmennyiség, valamint

maximalis- és platd kdozepén mért aramdenzitas tekintetében.

2. Kutya kamrai szivizomsejteken igazoltuk, hogy a késdi egyeniranyité kaliumaram

lassu komponense (Iks) erdteljes kalciumfiiggést mutat.

3. Megallapitottuk, hogy a depolarizal6 ionaramok koziil a késdi natriuméaram (Inar)
szintén jelentds kalciumfiiggd viselkedést mutat, melynek hatterében a CaMKII utvonal

aktivitasanak valtozasa allhat.

4. Megallapitottuk, hogy kutya kamrai szivizomsejteken a terminalis repolarizacid soran
a V™ max -hoz viszonyitva a Ix; 11 ms-mal elébb, mig a Ix; attoél 3,5 ms-al kés6bb érte el
maximumat. Ezek alapjan feltételezziik, hogy fiziologids koriilmények kozott a termindlis

repolarizacié elinditasaért a Ik, lehet a felelds, mely igy meghatarozza az AP hosszat.
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8. Osszefoglalas

A szivizomsejtek elektromos mitkddését szamos ioncsatorna finoman O&sszehangolt
miikodése alakitja ki. Ha ez a szorosan szabalyozott rendszer valami miatt megbomlik, az
sulyos, sokszor fatalis kimenetelii szivritmuszavarokhoz vezethet. Az arritmia-kutatdsok sora
foglalkozik a szivizomsejtek ionaramaival. Ezek a kisérletek azonban tobbnyire ragcsalod-
modelleken késziiltek, hagyomanyos, négyszogimpulzusokat alkalmazé elektrofiziologiai
technikdkkal. Ezen feliil sokszor a fiziologias kornyezettdl eltérd koriilmények mellett zajlottak
ezek a mérések (pl. szobahdmérséklet, Ca**-kelator alkalmazasa stb.).

Munkénk célja volt, hogy megvizsgaljuk a kamrai szivizomsejtek AP-jat kialakitod
ionaramok profiljat, és azok egymashoz val6 viszonyat, paramétereik kozott korrelaciok utan
kutatva. Vizsgaltuk tovabba az egyes ionaramok mukodését fizioldgias kalciumciklus mellett,
valamint gatolt L-tipust kalciuméaram esetén. Mindezt a fiziologids koriilményeket a lehetd
legjobban szimuldlva végeztik, a human sziv legjobb elektrofiziologiai modelljeként
szdmontartott kutyasziven.

A Kkisérletek soran akcids potencidl fesziiltség clamp technikdval meghataroztuk az
egyes ionaramok AP alatti profiljat. Az onion-peeling moddszer segitségével ugyanazon a
szivizomsejten tobb iondramot tudtunk vizsgalni, igy még pontosabb képet kapva
miikodésiikrél. Az AP iddtartamanak valtozasait hagyomanyos hegyes elektrodas akcios
potencial mérésekkel vizsgaltuk. Kalciumtranziens- és sejthossz-rovidiilés méréseket
végeztiink a kalciumciklus valtozasainak regisztralasara.

Kutatasaink soran szignifikans korrelaciot talaltunk a késéi egyeniranyitd kaliumaram
gyors komponense (Ik;) és az L-tipusu kalciuméaram (Icar) altal szallitott toltésmennyiség,
valamint az aramamplitud6 és a platé kozepén mért aramdenzitds tekintetében. A natrium-
kalcium cserearam (Incx) €s az IcaL altal széllitott toltésmennyiség kozott szintén szignifikans
kapcsolat igazolddott. Megallapitottuk, hogy a késéi egyeniranyitd kaliumaram lassu
komponense (Iks), valamint a késdi natriumaram (Inar) erds kalciumfiiggést mutat. A késoi
natriumaram esetében az aram kalciumfiliggésének hatterében a CaMKII utvonal szerepét
igazoltuk.

Eredményeink ravilagitanak a sziv elektromos miikddésének komplexitasara. A vizsgalt
aramok pontosabb ismerete kozelebb vihet ahhoz, hogy még jobban megismerjiik az arritmidk
korélettanat és megfeleld terapids célpontot taldljunk a kiillonb6zd szivritmuszavarok

kezelésére.
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9. Summary

The electric activity of cardiomyocytes is shaped by the concert of ion channels. If this
tightly regulated system breaks down for some reason, it can cause severe conditions such as
arrhythmias. The former studies about the ion channels of the cardiomyocytes were mostly
performed on rodent models using conventional electrophysiological techniques. In addition,
these measurements were often performed under conditions other than the physiological
environment (room temperature, the presence of Ca?*-chelators).

The aim of our scientific work was to investigate the profiles of the ion currents of
ventricular myocardial cells during the ventricular action potential, under physiological
conditions. We also investigated the correlations among parameters of these ionic currents. We
did experiments to investigate the calcium dependence of the ionic currents as well. Canine
ventricular cardiomyocytes were used, because their electrophysiological properties under the
AP are similar to those of human ones.

The profile of the ionic currents were determined by action potential voltage clamp
technique. The so-called onion peeling technique were used to obtain multiple ion current data
from the same cell. Action potential measurements were used to examine the changes of AP
duration. Changes in the calcium cycle were confirmed by measuring calcium transient and cell
length shortening.

We found a significant correlation between amplitude and mid-plateau density of fast
component of the delayed rectifier potassium current (Ix,) and the L-type calcium current (Ica,r).
There were significant correlation between the carried charge by the Ik and Icar, and by the
sodium-calcium exchange current (Incx) and the L-type calcium current (Icar). We found that
the slow component of the delayed rectifier potassium current (Iks) and the late sodium current
(Ina,L) shows a strong calcium dependence. In the case of Ina1, the role of the CaMKII pathway
was confirmed in the background of the calcium dependence.

Our results emphasize the complexity of the electrical functioning of the heart. Even
more accurate knowledge about these currents may bring us closer to understand the
pathophysiology of arrhythmias and to find a suitable therapeutic target for the treatment of

various arrhythmic diseases.
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