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Bevezetés

A szivizomszbvet adrenerg aktivacidja az @&sskiv egyik legfontosabb
adaptaciés mechanizmusa. Ezt a hatagisetbanp-adrenerg receptorok, és a
hozzajuk kapcsolodo jelatviteli tvonalak kozvétiti

Az adrenerg aktivaciora kiféjtlo jol ismert pozitiv trophatasokat megeben
tobb ionaram is jelefisen fokozodik kamrai szivizomsejteken, igy az lusip
kalciumaram, @d.) a kés$i egyeniranyitd kaliumaram lassid)l és gyors ()
komponense.

Annak ellenére, hogy #-adrenerg aktivacid szivizomra kifejtett hatasa
tankonyvi adat, keveset tudunk az izoproterengl és ks fokozasanak
kinetikdjarol, ugyanakkor a kalium- és kalciumar&nemymashoz viszonyitott
idébeli aktivaciéja fontos szerepet jatszhat az adreradtivaciéo proaritmias
veszélyének létrehozasaban.

Az adrenerg stimulaciéra bekdvetkeakcios potencial (AP) valtozasok sem
kelloen dokumentaltak, és jelést eltérések vannak a kulonldozspeciesek
kozott. Az akcios potencial étartama (APD) 6 pl. sertés, patkany és
tengerimalac kamrai szivizomsejteken, mig az APDBkksn nyudl, kutya,
macska és human preparatumokon.

Az elté p-adrenerg valasz hatterében a kulordbépeciesekben az eltér
AP-morfologia allhat, amit a nem azonos mértékbepresszalodo ionaramok
okoznak. Kivancsiak voltunk, hogy miként befolygsa kalcium- és a kés
kaliumaram komponenseitfaadrenerg stimulacid, valamint az kzerepére az
adrenerg stimulaci6 okozta kalciumaram-névekedédensilyozasaban.
Megvizsgaltuk és dsszehasonlitottuk azlks é€s k, aramok idbeli aktivacidjat.

A mérések soran az aramok amplitudoinak valtozaskethap-adrenerg valasz
kinetikai sajatsagait is vizsgaltuk.

A pB-adrenerg stimulacié hatasait az AP-konfiguraciéikaios potencial
meérésekkel, feszlltség-clamp és akcios poten@alifsség clamp modszerekkel
vizsgaltuk kutya kamrai izolalt szivizomsejteken. fAadrenerg receptorok



aktivalasara izoproterenolt (ISO) alkalmaztunk.A% morfologiajanak szerepét
epi-, és endokardidlis eredekutya kamrai sejtek segitségével vizsgaltuk,
emellett midmiokardidlis sejtek AP-jat az endokalidi sejtekéhez hasonlova
alakitottuk az ¢ kaliumkomponensének gatlasaval. Az AP morfologiaka
vizsgalata soran a platépotencial emelkedését, 2s akciés potencial
idétartamanak rovidulését vizsgaltuk — azbdli paramétert a kalcium, az
utobbit pedig azy és ks aramok markerének tekintettik. Az AP-mérések soran
kitértink a valtozasok frekvenciafliggésének vizsigah is, és megkerestik a
hatast kozvetét B receptor altipust is. A kutya kamrai szivizomdejte
vizsgalatanak fontossadgat az tamasztja ala, hogiutga kardiomiocitak

ionaramai az emberéhez nagyon hasonléak.

Célkitiizés

Szamos kutatd vizsgalta mar az adrenerg aktivadideskifejtett hataséat. A
nagyszamu kozolt adat ellenérefaadrenerg aktivacid egyes részletei meg
mindig feltaratlanok és ellentmondasosak. Ezértlciztik ki, hogy kutya
kamrai szivizomsejteken megvizsgaljuR-adrenerg stimuléacié hatasat:

- az akcios potencial morfologiajara epi-, mid- edakardialis sejteken,
- az akcios potencial valtozasok frekvencia-fliggését.
Vizsgaltuk
- az egyes ionaramok(l Ik, Ics) szerepét @-adrenerg stimulusra adott
valaszban,
- az egyes ionaramok szerepét az adaptacié soran,
- az ionaram-valtozasokadbeli kialakulasat a stimulus soran,

- a hatasok kdzvetitéséért félep-adrenerg receptort.



Anyagok és mddszerek

Kutya bal kamrai szivizomsejtek izolalasa

Kisérleteinket kutydk szivének bal kamrajabdl iltolazivizomsejteken
végeztik. A sejteket anterograd szegmensperfadébnika alkalmazaséaval,
enzimatikus emésztéssel nyertik. A modszer |énydgmyy a mellkas
megnyitasa utan a szivet gyorsan kiemeltik, ésl @lbbss leszallé koronaria
agat kanulaltuk. Az artéria vérellatasi teriletémakgfeleben Langendorff
apparatus segitségével perfundaltuk a miokardiumat. preparatumot
megkozelibleg 25 percig perfundaltuk kollagenazzal, albumirégs CaCl-dal
kiegészitett IMM ,emés&t oldattal. Az eméssbldattal tortéd perfuzidé végen
a bal kamra faldnak midmiokardialis rétegét aproablekra vagtuk, és az
elfolyésodott szovetdarabokat 5M kalciumot tartalmazé maodositott JMM
oldatban szuszpendaltuk. Egyes kisérleteinknél & kiaarai epi-, illetve
endokardialis rétegeket hasznaltuk fel, ebben atbes az emésztés végén a
kamrafal legkils, illetve legbel§ vékony rétegét vagtuk le, és szuszpendaltuk
JMM oldatban. Felhasznélasig a sejteket 14 °C-ooittdk, Minimum Essential

Medium Eagle oldatban

Elektrofiziologiai mérések izolalt sejteken

Kisérleteink soran a szivizomsejteket 1 ml térfagplexiiveg méskadba
helyeztik. A ka&dban Iév szivizomsejteket 37 °C-os Tyrode oldattal
perfundaltuk. A mérések soran a Tyrode oldatot dsegettik a megfelel
ioncsatorna-gatld szerekkel, illetve a vizsgalat@teli Utvonalakat befolyasold

molekulakkal.



Akcios potencial mérések

Az izolalt szivizomsejtek transzmembran potendiala M KCl oldattal
toltott boroszilikat mikroelektrodakkal regisztigt melyek ellenallasa 20-40
MQ volt. A sejteket folyamatosan 1 Hz frekvenciaval, ms szélesség
négyszogimpulzusok alkalmazasaval ingereltik, nkely@mplitiddjat az
ingerkiszéb 110-120%-ara allitottuk.

Feszlltség-clamp mérések

A fesziltség-clamp és akcids potencial fesziltdagys merésekhez 1,5-2,5
MQ ellenallasu boroszilikat mikroelektrodakat hasan#. A szivizomsejteken
mérhed ionaramokat farmakoldgiai és kinetikai sajatsagddpjan kilonitettik
torténtek.

Az akcibés potencial clamp a fesziltség-clamp tdchmigy specialis modja,
ahol parancsjelként a sejt sajat akcios potenti@ikalmazzuk. Az akcios
potencial clamp technika alkalmazdsa soran a f@igiak allapotot a leh&t
legjobban megkdzelit feltételeket biztosithatjuk a sejtek szamara. Ezen
kisérletek soran aram-clamp tizemmaoddban régzitettirmal Tyrode oldatban
tartott sejtek akcids potencialjat, majd feszikskgnp dzemmaodra kapcsolva

ezeket az AP-kat hasznaltuk ugyanazon a sejteiilfeégparancsként.

Statisztikai elemzés

A kozolt adatok a kisérleti eredmények szamtanggértékei + a kozepeértek
kordli standard hiba. A csoportok 6sszehasonlitdesan egyszempontos
variancia-analizist, melyet Bonferroni-teszt kotetevagy Student-féle

kétmintas t-prébat, illetve o©nkontrollos t-probatkaamaztunk az adott



statisztikai kérdéseknek megféleh. Az adatok kozotti korrelaciok
meghatarozasahoz linearis regressziot hasznallelt@réseket $0,05 esetén

tekintettiik szignifikansnak.

Eredmények

Izoproterenol hatdsa az AP morfologiara

A nem szelektivB-adrenerg receptor agonista izoproterenol hatakata
karakterisztikus valtozas jott létre kutya kamradmiokardialis sejtek akcios
potencialjan. Egyrészt emeli, vagyis pozitivabb mempotencidlok iranyaba
mozditja el az akcids potencial platéjat, masréggiditi az akcids potencial
teljes idstartamat.

Az 1SO dozisflugg hatdsanak tanulmanyozasa soran megallapitottig;, &0
21519,1 ms hosszu kontroll akcios potencialokatMLiroproterenol 201,7+9,2
ms-ra, 10 nM izoproterenol 195,6+6,6 ms-ra, 100 mdproterenol pedig
201,6+6,1 ms-ra roviditette (n=9, p<0,05). Ugyarmkla platopotencial a
kontroll -3,3t2mV értékél 1 nM I1SO hatdsara 2,05+2,5 mV-tal, 10 nM 1SO
esetén 14,7+2,3 mV-tal, és 100 nM ISO alkalmazasans 22+2 mV-tal
emelkedett. Mind a repolarizacié 90%-anal meért ARtartam (APR), mind a
platopotencial valtozads is szignifikans volt 10-100M izoproterenol
koncentracié tartomanyban (p<0,05, n=9). Az izogmeiol hatasa reverzibilis

volt.

Az izoproterenol hatadsa fiugg az AP morfolégiajatolés az ingerlési

frekvenciatol

A kulénbos fajok elté AP-morfoldgidja részben magyarazhatja az adrenerg

stimulacié mar emlitett fajfUdig AP-idétartam valtozasait. Emellett a kamrai



szivizomzat AP-janak transzmuralis inhomogenitdsa egyes szivizom-
rétegekben szintén hozzajarulhat az élegredmeényekhez. Az akcids potencial
kivaltott hatasok esetén, ezért vizsgaltunk az naigpenol hatasat kulonb®z
transzmuralis régiokbdl szarmazd sejteken is. At sgarmazasi helye
onmagaban nem biztositék annak epi-, mid- vagy karddlis jellegére, de az
akcios potencial morfologiajaval egyttt vizsgalva egyes sejtek besorolasa
egyértelnid volt. Munkacsoportunk korabbi kutatasai soran katta, hogy a
szivizom akcios potencialjanak étrtama forditott frekvenciafiiggést mutat,
azaz alacsonyabb ingerlési frekvencia mellett azd&Rrtama megnyulik, mig
révidebb ciklusid esetén megrovidil, ezért megvizsgaltuk, hogy aerigsi
frekvencia miként befolyasolja az izoproterenolisat. Az ingerlési frekvenciat
a kisérletek sordn 0,2 és 3 Hz kozo6tt valtoztattogy adott frekvencian a
Tyrode-oldatban meért akcidés potencidbtartamat tekintettiik kontrollnak, és
ehhez a kiindulasi iitartamhoz viszonyitottuk az ISO hatasara bekovétkez
APDgy, valtozast.

Midmiokardidlis sejteken az 1SO okozta AP-roévidulésorditott
frekvenciafiggnek bizonyult, a legnagyobb valtozast alacsonyvieaekiaknal,
és a leghosszabb kontroll AP esetében tapaszi(ait.

Megallapitottuk, hogy epikardialis sejteken — a mickardiumbol szarmazo
sejtekhez hasonldoan — az ISO pozitiv iranyba mottdiel a platopotencialokat,
emellett frekvenciafigyy médon roviditette az AP ddartamat. Ugyanekkor az
endokardialis sejtek esetén az adrenerg stimulden roviditette szignifikans
mértékben az akcids potenciabidrtamat.

Ezt kdveben megvizsgaltuk, hogy az altalunk megfigyelt vAdsok
mennyiben fuggenek az 8ldazis amplitidojatol, hiszen az epikardialis és
endokardialis AP-k kozott ez az egyik legszerib&bhb kilonbség. Az ets
fazis szerepének tisztazdsahoz midmiokardidlis elsst 1 mM  4-

aminopyridinnel gatoltuk az.t, ennek hatasara a midmiokardidlis sejtek akcids



potencidlja az endokardialis sejtekéhez valt has@nl Az ilyen mddon
megvaltoztatott AP-k hossza az I1SO kezelés hatasg@gyetlen vizsgalt
frekvencian sem csodkkent. Ebbarra kodvetkeztettiink, hogy f-adrenerg
stimulacié akciés potencial dtartamanak révidét hatasahoz sziikséges az AP

ugynevezett gpike and dome” konfiguracioja.

Az izoproterenol médositd hatdsaban részt vévonaramok azonositasa

A pB-adrenerg stimulus soran szamos ioncsatorna-feHégeforilalodik,
ezaltal nbvelve a csatornan atfolyo ionaram anmgdijdit. Az izoproterenol altal
befolyasolt aramok kodzul az L-tipusd kalciumaranveiése régota ismert.
Emellett a ké& kaliumaram komponenseinek, kilonésen agz-nek
tulajdonitanak jelelds szerepet az AP dthrtamanak meghatarozasaban.
Munkacsoportunk koradbban kimutatta, hogy a 6kégaliumaram lassu
komponense is megnovekszfkadrenerg stimulusra. Kisérleteinkben ezért
vizsgaltuk azd,, az k, és ks aramok szerepét az 1ISO vélasz kialakulasaban.

Bal kamrai midmiokardialis sejteken vizsgaltuk, hag k., Iks, valamint az
lca €elézetes gatldsa hogyan modositja az adrenerg stimuldatasat. Az
eredményeket a csak izoproterenol jelenlétében, z1 fidkvencian mért
eredményekhez hasonlitottuk, ahol az ISO 6,8+0,9am\platondvekedést, és
20,4+5,8 ms-0s AP§3-rovidulést okozott.

Az I, elozetes blokkoldsara 1 uM E-4031-et hasznaltunk,saignifikansan
nyujtotta az akciés potencialdthrtamat, majd a sejteket 10 nM ISO és 1 uM E-
4031-el perfundaltuk. A kisérlet végén az izopremeit kimostuk a rendszeib

Megallapitottuk, hogy az ¢l elézetes gatldsa nem befolyasolta az
izoproterenol akcios potencialt médositd hatasaglkaios potencial iitartama
rovidult, és a platépotencial is emelkedett az B4 tartalmazo kontrollhoz
képest. A kisérletet nyolc sejten elvégezve azdaaltuk, hogy E-4031 és ISO

jelenlétében kapott APRJ rovidulés (19,1+8,4 ms), és a platopotencial



emelkedése (6,12+0,8 mV) is kdzel azonos médkk/oltak a gatlészer nélkili
Tyrode oldatban elértekkel.

Az lys gatldsara 10 uM HMR-1556-t hasznaltunk. A HMR-1856nagaban
alig befolyasolta az AP paramétereit, azonban |1&fAdara a platopotencial
szignifikans novelése mellett az APD a varakoz&kah ellentétben nem
csokkent, hanem 16,6+6,3 ms-&tin(n=8, p<0,05). A HMR-15560t tartalmaz6
oldatban izoproterenollal elért platopotencial-dmades 8,9+0,88 mV-nak
adodott (n=8, p<0,05).

Az L-tipusu kalciumcsatornakat 5uM nizoldipinnel tgtuk, amely
meggatolta az AP platofazisanak kialakulafaadrenerg stimulacié hatasara a
nizoldipin altal modositott AP platépotencialja neréltozott jelenisen, hat
mérés atlaga alapjan 0,58+0,8 mV-os platopotemmsidkkenést figyeltink meg
(n.s. n=6). A nizoldipinnel gatolt akciés potenciBbssza sem valtozott
szignifikdnsan, 3,9+5,6 ms-os nyulast tapasztal{urk n=6). Egyik eltérés sem
volt szignifikans, és az ISO kimosésa soran senukkgelenbs valtozast.

Az egyes ionaramop-adrenerg stimulacidoban betdltétt szerepének pabtos
meghatarozasahoz  hagyomanyos  patch-clamp  technikgészsejtes
mért aram amplitadot tekintettlik kontrolinak. Ate&pt 1 nM-t6l 1 uM-ig egyre
novekw koncentracioju izoproterenolt tartalmazé oldaftalfundaltuk, és az
ionaramok amplitidéjanak valtozasat vizsgaltuk. &amok amplitidéjat a
sejtkapacitasra normalizaltuk.

ISO hatdsara azcJ amplitidéja dozisfigyy médon novekedett, 100 nM
izoproterenol kézel maximalis valtozast hozottdétA kontroll kérilmények
kozott mért aram amplitudéjat vettik 1-nek, és ehhiszonyitottuk az aram
valtozasait, és abrazoltuk az ISO koncentracio yaggeben. Az adatokat Hill-
egyenlettel illesztve a valasz relativ maximuma3}13-nak, az izoproterenol
félaktivald koncentracidja 15,3+3,5 nanomdlnak, all-kbefficiens pedig
1,32+0,04-nak adodott.
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Az ISO az |k amplittdgjat is koncentraciofiggmodon névelte, ennek
mértéke azonban jeléisen elmaradt a kalciumaramnal tapasztaltakhoz
viszonyitva. Nyolc kisérlet eredményét Hill-egydtde megillesztve a
maximalis vélasz 1,33+0,01nak adodott. A félhatad8® koncentracio
13,7+2,5 nM, a Hill koefficiens pedig 1,21+0,28 wol

Az ls amplitadoja is dozisfuggmaodon rbtt izoproterenol hatasara, mar 10
NM 1SO is kbzel duplajara novelte ag amplitadojat. AB-adrenerg stimulacio -
az kel ellentétben - jelefiten novelte azyi-t, 4,20+0,04-re fokozva a
farokaram amplitidojat. Az ISQtt noveb félhatdsos koncentracioja a tobbi
aramhoz hasonloan 14,5+1,1 nM volt, a Hill koe#its 0,84+0,05-nak adddott.

A vizsgalt ionaramok viselkedése jelésen eltérhet az equilibrium és nem-
equilibrium allapotok kozott - azaz a hagyomanyossziiltség-clamp
négyszogimpulzusa és az AP lefutasa alatt - ezédogroterenol ionaramokat

modositd hatasat AP fesziltség-clamp modszermégvizsgaltuk.

s

s s

jol elktlénithed aramcsucs jelent meg az aramgorbén. Az aramcsiézok az
el az AP lefutasat tekintve koradbban jelenik meg égativ iranyd, vagyis
befelé iranyulé (inward) aram, mig a kbb megjelefi pozitiv iranyu kitérés
kifelé iranyulo (outward) aramot jelez. Megallapitd, hogy a kezdeti befelé
irAnyul6 aramot azcl, a kégbbi kifelé iranyul6t pedig azd és az |, alkotja. A
megfigyelt valtozasok reverzibilisek voltak.

A tovabbi AP-clamp kisérletekben 100 nM koncentificiizoproterenolt a
kordbban  hasznéalt  kulonb®z ioncsatorna-blokkolokkal — kombinalva
alkalmaztuk.

Megallapitottuk, hogy azgtt gatldé 1 uM E-4031 éketes alkalmazasa nem
valtoztatta meg az ISO altal |étrehozott aramprdifil gatlé HMR-1556 esetén
az adrenerg stimulus hasonlé nagysagu inward, dgedesen lecsokkentett

amplitidéju outward csucsot hozott Iétre.
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A kalciumcsatornak gatlasa soran (MM nizoldipin és 5 mM NiG)
elhanyagolhaté nagysagu a befelé iranyulé aram iarmdpja, és a kifelé
irAnyulé aram amplitiddja is elmaradt a kontrolllk@pest.

AP-clamp kisérleteinknél meghataroztuk a befel&itedé iranyuld aramok
sejtkapacitasra normalizalt csucsértékét. Kontnodirések soran, amikor csak
izoproterenollal perfundaltuk a sejteket, 4,62+108/pF nagysagu befelé
iranyuld, és 2,72+0,53 pA/pF amplitudoju kifelényalé csucsot kaptunk (n=6).
Az Ik, géatlasa esetén az inward aramcsucs 4,78+0,6 pAwdg,az outward
csucs 2,1+0,51 pA/pF-nak addédott (n=6) @atlasa soran a befelé iranyuld
aramcsucs 5,55+0,67 pA/pF, mig a kifelé iranyul®1&0,14 pA/pF volt (n=6).
A kontrollnal nagyobb inward aramok dsszhangbamakraz AP-mérésnél is
tapasztalt némileg nagyobb méfiek platbpotencial-emelkedéssel. A
kalciumcsatorndk gatlasakor 0,22+0,16 pA/pF nagyshgfelé iranyuld, és
1,05£0,21 pA/pF-os kifelé iranyulé aramot meértumked). Mindkét valtozas
szignifikansan kisebb volt a kontrollhoz képest.

A csatornék foszforilaltsaganak szerepe a gatlészek hatékonysagaban

Kalciumaram-mérések soran tapasztaltuk, hogys-adrenerg stimulacio
hatdsosan csokkenti a kilonbozL-tipusd kalciumcsatorna-blokkolok
hatékonysagat. 1 nizoldipin 96+1%-0s 4, amplitidé csdkkenést okoz, 100
NM 1SO jelenlétében a gatlas meérteke 89+2%-ra cmdKk=7). Az ioncsatornak
foszforilacioja ugyanis megvaltoztathatjia az iomossék fehérjéinek
szerkezetét, és igy a gatlészerekolését, mely igy a gatlas mertekének
csokkenéséhez vezethet. Ezért megvizsgaltuk, hogycsatornafehérjék
foszforildltsaganak valtozasa milyen mértékben mdtatja az altalunk
hasznalt géatlészerek hatékonysagat. Ehhez forsialirebkezelt sejteken
vizsgaltuk a specifikus gatloszerek ionaramokra&jtett dézisfigg hatasat. A

forskolin kozvetlenil, receptorfiiggetlen modon addja az adenilat-ciklaz 6tos
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és hatos altipusat, igy elkerllhetn deszenzitizacié. Minden aramnal a
gatloszermentes oldatban mért aramot tekintettRdtQak.

Megallapitottuk, hogy az ioncsatornak foszforildgibem valtoztatta meg az
elért gatlas maximalis értékét, a félgatlo koncmitkat, illetve a Hill-
koefficienseket sem, azaz nem modositottaaduk és k, aramok HMR-1556,

E-4031, nizoldipin érzékenységét.

=77

Az eddig elvégzett kisérletek soran megfigyeltilogyh bar az APk
rovidulése és a platopotencial valtozasa 3 perediil kialakul, a két folyamat
nem egyszerre kovetkezik be. A jelenség tanulméms@a a kamrafal
kulonbod rétegeildl szarmazo szivizomsejtek akcids potencialjaitgédik.

10 nM ISO hatasara a platépotencialok mindharomijses esetén (epi-, mid-
és endokardidlison is) pozitivabb membranpotenkiédde mozdultak el, ami
statisztikailag szignifikans volt az 1SO perfazicezkletédl szamitott 30
masodpercen belll. 3 perc ISO perfazié utan a ptaencialok emelkedésének
mértéke hasonlé mértékvolt mindharom sejtpopulacional. Egyik sejttipus
esetén sem volt jelatd eltérés a platdépotencial valtozdsanak kinetileajab
mindharom sejttipusnal 2,5 percet kellett varnisximalis hatas kifefldéséhez.

Korabbi eredményeinkhez hasonléan az epikardidis médmiokardialis
eredett sejtek izoproterenolra jelgis AP-roviduléssel valaszoltak; mind az
APDso, mind pedig az APE csOkkent, azonban az ARPno6vekedett a
kontrollhoz képest. A platopotencial valtozdsahoasdmléan, az APL
novekedése mar az izoproterenol perfazidjanak Kkétlle szamitva 30
masodpercen belil szignifikans volt, mig az APBs APRQ, rovidilése csak
1,5-2 perccel az I1SO perfuzidja utan volt szigréfis mérték. Endokardialis
sejteken az izoproterenol nem volt képes csokkestmn az APR,, sem pedig

az APDy értékeket, de ezeken a sejteken is megfigyeltikRiz,, nbvekedését,
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amely a tobbi sejttipushoz hasonloan fél perc szgnifikans merték volt. Az
0sszes megfigyelt hatas reverzibilis volt az iztgnenol kimosasat kouets

percen belll.

Az ISO hatasara bekovetke# AP-valtozasok az ionaramok idfligge

valtozdsanak a kévetkezménye

Az AP alakja és karakterisztikus paraméterei szigorfliggenek a létrehozo
ionaramok amplitudojatél ésdbeli aktivacidjatdl. Az izoproterenol azdt és
az kst jelentsen, mig az-t kevéssé noveli. Ezért hagyomanyos patch-clamp
technika egész sejtes konfiguracidjaban vizsgalhdgy az 1SO perfazidja
soran hogyan valtozik azcd Iks €s k amplitiddja a perfaziés &
fuggvényében. Az AP mérések eredményeivel Osszlaanglzignifikans
kalciumaram-amplitiddé noévekedést tapasztaltunk zproterenol-expoziciot
koveb fél percen belll. Két és fél perc elteltével maximalis valaszt kaptunk,
és az ISO alkalmazasi idejének tovabbi névelésemaar okozott jeleids Ic,
amplitido valtozast. (n=9, p<0,05.)

Az lxs és k, amplitudoi is folyamatosan névekedtek az ISO péfsoran,
azonban szignifikans mértékamplitido névekedést csak 1 perccel az 1SO
perfuzi6 kezdete utdn kaptunk. A maximalis amplitichdévekedést a
kaliumaramok esetén is 2-2,5 perccel az ISO pajazitan tapasztaltuk. Az
izoproterenol altal létrehozott valtozasok koralisérleteinkhez hasonloan

reverzibilisek voltak.

A jelet kdzvetité p-adrenerg receptorok azonositasa

Az ISO aszimmetrikus ionaram-stimulalé hatasanalgyagizata lehet, hogy
szivizomsejteken 8, adrenerg stimulacio egy lokalis cCAMP emelkedeéstzid

el6, ami a kalciumcsatornak egy kis populaciéjanakigkadését befolyasolja,

14



ugyanakkor g, adrenerg jelatvitel generalizalt cAMP-novelést héze, ami
mar nemcsak a kalciumcsatornakat, hanem szamob egyd#ram rmkodéseét is
befolyasolja.

Ennek kideritéséhea [, receptorokat 300 nM CGP-20712A-val,
receptorokat pedig 50nM ICI 118,551-el gatoltuk.
Megallapitottuk, hogy 6nmagaban vagy kombinaltdtalatazva sem a CGP,
receptorok dizetes gatlasa az izoproterenol altal Iétrehozottr@mditést
nyujtassa valtoztatta, emellett csokkentette altiitiplatopotencial-emelkedeést
is. B, receptorokat gatldo ICl 188,551 jelenlétében az natgsenol nagyobb
mértéki APD-rovidulést okozott, mint a gatlészer nélkiulgydnakkor ap,
adrenerg receptorofgatlasa nem befolyasolta az 1ISO platépotencialigjté&it
hatasat. A két gatlészer egyuttes alkalmazasakarggmoterenol jelenlétében

meért AP nem kilonbozott a kontrolltol.

A B receptorok szerepe az 1ISO okozta valtozasok kin&fjaban

Az izoproterenol idfiggd hatasait megvizsgaltuk akcids potencial fesziitség
clamp modszerekkel i$SO hatasara két aramcsucs jelent meg az aramgorbén
A befelé és kifelé iranyulé komponensek amplitidamidben ebrehaladva
kordlbeldl 2,5 percig folyamatosarth ezt kdveden allandé szinten maradt. A
hatas teljesen kimoshato volt.

B, blokkold 300 nM CGP-20712A jelenlétében elvégezve a Kkisérletet
megallapitottuk, hogy az ISO hatasat 2,5 perc aattesetben is teljesen
kifejtette. Azonban #; blokkoloval tértént dlkezelés soran nem jelent meg a
kifelé iranyul6 aramcsucs. Ez arra utal, hogy 3000@P-20712A jelenlétében
az izoproterenol valdsziteg csak a kalciumaramot novelte. MegjegyZend
azonban, hogy az igy aktivalt kalciumaram maximaiigplitidéja nem érte el a
CGP-20712A-dlkezelés neélkil elért amplitudot.
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El6zetes adrenerg gatlas nélkil a befelé iranyul6 &amSO adagolaséat
koveten 15,&2,2 masodperc mulva kezdett el ndvekednkifelé iranyulo
aram megjelenése pedig 26243 masodperc elteltével jelent megszior. Bar
az izoproterenol CGP-20712A jelenlétében nem aktivalt kifelé iranyulo
aramokat, az inward aramcsucs latenciaja (15,3#alkentrollhoz hasonlé volt.

B, adrenerg receptor gatlé jelenlétében az APiAltozas latenciaideje
szignifikansan kisebb volt (1A&,5 s, n=6, p<0,05), mint a kontroAPDgyg
latenciaja (33,43,4 s, n=9), ugyanakkor hasonl6 valtkontroll kérilmények
kozott mert (14,21,3 s, n=9), és CGP-20712A okézelést kovet
platopotenciél latencidhoz (1%1,6 s, n=6). A CGP-20712A-val megfigyeltek
ellentéte tortént ICl 118,551 éiezelés utan; az ARP latenciaja (3141,1s,
n=7) a kontrollhoz viszonyitva nem valtozott, de pElatépotencial
emelkedésének késése megduplazédott £aR2masodpercre, n=7), emiatt a
két vizsgalt paraméter hasonld késéssel valtopetes B, egylttes gatlasa a
korabbiakhoz hasonl6an megakadalyozta az ISO nmiddusiasat.

A foszfodiészteraz barrier szerepének vizsgalata

Az izoproterenol indukalt APD és platopotencialtgabsok idben eltéd
kialakulasanak a hatterében allhat a cAMP kompartatigacidja. A
kompartmentalizacio esetleges szerepének vizspalataobutil-metilxantinnal
(IBMX), egy ismert nem-szelektiv foszfodiészteradtQval kezelt sejteket
vizsgaltunk.

A platépotencial valtozas latenciaja IBMX jelenlé¢ééd (131,4 s, n=6)
hasonlo volt a kontrollban kapott értékekhez (14,3 s, n=9), viszont az ARP
valtozas szignifikAnsan gyorsabban kialakult (23,8 s, n=6, p<0,05)mint
IBMX nélkul (33,4t3,4 s, n=9)
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Eredményeink valosziisitik, hogy a C& és K-csatornakat befolyasolf-
adrenerg jelatviteli utakat legaldbb egy foszforiésaz barrier elvalasztja

egymastol.

Megbeszélés

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy-adrenerg stimulus akciés
potencialt (AP) rovidii hatasahoz szikséges az akcidés potencial ugynevezet
,Spike and dome’ konfiguracidja. A B-adrenerg receptorok stimuldlasara
izoproterenolt (ISO) hasznaltunk, ami néveli azpusa kalciumaram ¢k ) s
a kési egyeniranyitdé kaliumaram gyorsg(l és lassu (k) komponensének
amplituddjat. Megallapitottuk, hogy az izoproteref@hatasos koncentracidja
kozel azonos mindharom ionaram esef&adrenerg stimulusra aspike and
dome” konfiguracioju akcios potencialok frekvenciafitgggnédon révidilnek a
platd megemelkedése mellett. A roviditésértésdsban az & felelss.
Megallapitottuk, hogy izoproterenol hatdsara azékpotencial paramétereinek
valtozadsa nem egyszerre kovetkezik be. A kalciumaramplitiddjanak
novelése, a platd megemelkedésével egyidthad megdizi a kaliumaramok
amplitudéinak, illetve az akciés potencial hosska(@PDy) megvaltozasat.
Megallapitottuk, hogy az adrenerg stimulacié aikatéram fokozasat &y ésp,
receptorokon keresztiul hozza létre, mig a kaliumaikafokozasa &; adrenerg
receptorokon keresztll torténik. Pradrenerg stimulacié csokkenti a szerves
kalciumcsatorna-blokkolok hatékonysagat, mig a \etksn ionok A&ltal
|étrehozott gatlast nem valtoztatja meg.

Az izoproterenolra adott valaszok jelésen eltérnek kulonbdz
preparatumokon és kisérleti elrendezésekben. Rédad\PDy, ISO hatasara
csokken nyulakban, kutyakban, macskdkban és humgpagatumokon, mig

nyulik sertés, patkany és tengerimalac preparatomok
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Ezek a megfigyelések 6sszhangban vannak eredmé&kgkimevezetesen a
€s human szivizombdél szarmazé epi- és midmiokasds&@ijtekre, élfeltétele a
B-adrenerg hatasra bekovet&eAPDqy, rovidiulésnek. Emellett minden etsl
szivizom-preparatum k6zos tulajdonsaga a platop@kemegemelkedése ISO
hatdsara. A kalciumaram ndvekedését és a platGpateemelkedését is
megfigyeltik kutya epi- és midmiokardialis sejteké&s kisebb mértekben az
endokardialis sejteken is. A platé emelkedése sxjganek {inik az AP
rovidilésében, mertcd gatld nizoldipin jelenlétében a platopotencialtvzhs
nem volt megfigyelhét és az AP idtartamat sem valtoztatta meg az 1SO.
Nizoldipin jelenléte mellett, azc) gatlasa miatt az ISO nagyobb métiék
rovidité hatasat vartuk, de ez elmaradt.

A B-adrenerg aktivacié hatasara pozitivabba valé ptaencial segitheti a
kifelé iranyulé aramok, azygl és ks aktivacidjat. Azonban azyd gatlasa
megakadalyozta az ISO rovidit hatasanak kifejldését, ezért arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az I1SO roidiatasaért elsorban azs aram
aktivalasa lehet felés. Ez némileg meglép hiszen a normal repolarizacio
soran az s aram amplitidéja 10 pA alatti, mig ag-€ kozel tizszer nagyobb,
kordlbeltl 80-90 pA. Kisérleteink soran az ISO az dramot 4,2-szeresére
emelte, mikdzben az,l csak 1,33-szorosara novekedett, ezért a két &p&@n |
indukalta hanyada o6sszehasonlithatd nagysagu létetazt is szamitasba
vesszuk, hogy az ISO a kalciumcsatorna gatlé nigmldjelenlétében nem
roviditette az AP-t, nyilvanvald, hogy valami towalvaltozas is sziikséges a
rovidité hatashoz azglaramok stimulalasa mellett. Ez nagy valoggzéggel a
kalciumaram névelése miatt fel@platbemelkedés lehet. Ag, Iszinte teljesen
aktivalt a fizioloégias platopotencialok mellett, ieth a platépotencial névelése
kevésbé befolyasolja a repolarizacidbban betoltditrepét, mig azxd a
platopotencial emelkedése esetén jéleem megh, emiatt az s lesz a

repolarizacié dominans ionarama. Ez a kovetkezeggbevag Varrd (2000) és
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Volders (2003) feltételezésével, miszerint az tepolarizacioban betdltott
szerepe nyugalomban elhanyagolhato, de &emt megé szimpatikus
stimulacio alatt.

Az egyik legfontosabb eredménylnk az, hogy az I1S@ca gpike and
dome” konfiguraciéju akcidés potencialokat réviditi. Nerfigyeltink meg
ugyanis rovidulést endokardialis, vagy 4-aminopwmnel ebkezelt
midmiokardialis sejteken sem. Ezt a jelenséget magphatja az 1SO-indukalt
indirekt valtozas azql kinetikajaban. Epikardialis sejteken a platé végasal
pozitivabb fesziltségéertek mérbietz endokardidlis sejtekhez viszonyitva, ami
az epikardidlis sejteken valosiieg nagyobb amplitidéjudt okoz. Ez
megmagyarazhatja, miért képes az 1SO az akciongatadstartamat novelni
tengerimalac szivizomsejteken, ellentétben a macdkatya és human
szivizomsejtekkel.

ISO hatdsara a kutya kamrai szivizomsejtek akondengial paramétereinek
valtozasa nem egyszerre kovetkezik be. Megallapkphogy az 1ISO okozta
platovaltozas (a kalciumaram novelésével egyuttydrabb jelent meg, mint az
APDg, rovidilése. A jelenség egyik lehetséges magyaréaatkehet, hogy az
izoproterenol félaktivald koncentracioja kisebb @ckumaram esetén, mint a
kaliumaramok esetén. Eredményeink alapjan ezt atdledget ki lehet zarni,
mert méréseink szerint az 1SO &HErtéke és Hill-koefficiense mindharom
aramnal kodzel azonos volt, csak az aktivacio nagtsan figyeltink meg
eltérést. Ez arra utal, hogy a megfigyelt kilonlegég nem az ISO kédésének
kulonbségei okozzak. A jelenség magyarazata fédtdtekét parhuzamos,
részben flggetlen adrenerg jelatviteli UtvonalZéget a szivizomsejtekben. A
szivizomsejtekenp,; adrenerg receptorok melleft, és ;3 receptorok is
eléfordulnak. A felszini membramf; receptorainak aktivacidéja nagymeériék
citoszolikus cAMP szint ndvekedést, generalizaltdbakat valt ki, melynek
része a Cd és K-aramok ndvelése is. Ezzel ellentétben a kisebimisaa

eléforduld B, adrenerg receptorok a kaveolaris membranban Hedgeek el,
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ahol ap; receptorok nem mutathatéak ki. A kaveoldjsreceptorok mellett
megtalalhatd a jelatvitelhez szilkséges 0sszes jéehés az L-tipusu
kalciumcsatorna is. A kaveolari§, receptorok stimulaciéja lokalis cAMP
novekedést okoz, ami csak a szomszedos kalciumnaid aktivalja. Bar 8
adrenerg receptorok@&s G fehérjékhez is kapcsolédhatnak, az névelését
valészitileg a Gfehérjék altal kbzvetitett adenilat-ciklaz aktivdakozza. A3;
adrenerg receptorok fiziolégias szerepe elhanyagdlmert kisérleteink soran
az eqgyide} B; és B, gatlds megakadalyozta, hogy az ISO barmilyen hatas
kifejtsen.

A B1 ésp, adrenerg receptorok aktivacioja kulonbdndédon valtoztatja az
platépotencial emelkedését és az AP rovidulésgitidézte. Ezzel ellentétben a
B, adrenerg receptorok izolalt aktivacidja (egyidfj gatlas mellett) az APD
novekedését okozta (rovidilés helyett) a plato dosenértéki emelkedése
mellett. Ezt a kalciumaram izolalt névelése okoghatkaliumaramok novelése
nélkil. Emellett a szelektiB; adrenerg receptorok altal kdzvetitett hatas
lassabban alakult ki, mint a szelekfly adrenerg aktivacié hatasai. Végul, az
idébeli eltérések elintek akar p;, akar B, szelektiv gatlasa soran, és a
foszfodiészteraz barriert megszudtBMX is jelentbsen cstkkentette a hatasok
megjelenése kozotti ddl.

Szelektiv B; és B, adrenerg receptor gatlészerekkel elvégzett kisdmlet
eredményei aladtdmasztjiak az ISO é&®ttszignalizaciojat kutya kamrai
szivizomsejteken, nevezetesen, az ISO indukaltutaliram novekedés jeléist
része, és a Karamok - az J-t és kst is beleértve - novelése a lassghb
utvonalon keresztul torténik. A gyorsan aktivalod@veolaris , receptor
aktivalédasa is noveli a kalciumaramot, de a kafitamok fokozasa nélkul. Ez
magyarazhatja az détheli eltéréseket az ISO okozta platopotencial- &Dd
valtozasok kinetikgjaban, és a szelelgigatlas soran megfigyelt APdthrtam

novekedeést is. Ez 6sszhangban van a korabbi irodedatokkal, hiszen nydl
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szivizomsejteken f; gatlasa megakadalyozta az ISO okozta APD rovigliéss
B, gatlészer jelenlétében az ISO kutya szivizomsejiegkem novelte azH.
vagy kulonboének, vagy egymastol figgetlennek vélik. Az kettbs adrenerg
befolyasolasat az tamasztja al4, hogy a platépidteieés az APD valtozasa kozti
idébeli kulonbség elint akar aP,, akar aP, adrenerg receptorok blokkolasa
esetén. A kulonbségek szignifikansan cstkkentek XBjglenlétében, amif
arra kovetkeztettiink, hogy a foszfodiészteraz baakkel korilhatarolt cAMP-
kompartmentek szintén feteek lehetnek a megfigyelt kilonbségekert. IBMX
jelenlétében az 1ISO okozta ARDX6vidulés korabbi megjelenéséért a cAMP-
nek a kaveolaris kompartmentékba citoplazma tdbbi részébe tordén
diffaziéja lehet feleds (amit az intakt foszfodiészteraz barrier egyébkén
megakadalyozna). Azonban nem zéarhaté ki az IBMXvktien hatasa a
citoplazma egyéb kompartmentjeiben sem. Hejimaal.e2011) nemrégiben
k6zolt in silico modelliében az adrenerg receptorddompartmentek és
jelatviteli utvonalak nagyban hasonlitanak az aftalfeltételezetthez.

A kalciumaramnak a kaliumaramok ndveléséhez visitotty gyorsabb
emelkedése hasznos, ha a sziv gyorsan akarja fokozeljesitményét. Ez
azonban a kaliumaramok Kdbi aktivaciéjaval jelerdts proaritmias veszélyt is
hordoz, mert ndveli a korai utddepolarizaciok edtlyamelyek adrenerg
aktivacidkor egyébként is nagyobb eséllyel fordkinals. Szamitdégépes
szimulaciok is alatamasztjdk ezt a feltételezésiinketorsades de pointes
kamrafibrillaciéval jaré hirtelen szivhalalokéadézésében jelebd szerepe van
erés adrenerg stimulusnakglég bradikard sziviikodés mellett (pl. a reggeli
eébreszidra hatasara). Az ISO aszimmetrikus hatasa (epédardsejteken
rovidit, endokardidlison viszont nem) szimpatikugimalacié soran
megnovelheti a transzmuralis inhomogenitast, igya@miak ebfordulasat is.
Emlitésre meltd még, hogy az ISO forditott frekvefigg hatasa talan nem

kapcsolodik a befolyasolt ionaramok ismert fordifogkvenciafiiggéséhez, mert
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kisérleteinkben a ciklushossz ndvelésével a kalaram fokozasa nagyobb volt,
mint az ks aram novelése. Erre a szivizom altalanos viseedéad

magyarazatot, nevezetesen a szivizmon az ABtartdma forditott

frekvenciafigg, a valtozasok mértéke fligg az akciés potencialddkez
idétartamatol.

Eredményeink alapjan a szelekti}s gatlok alkalmazasa valéstiag
utddepolarizaciok veszélyét csokkenthetik. Ez haszrehet a klinikai
gyakorlatban is az egyefhblokkold terapia beallitasa soran.

Az ISO aktivalta k-nek kutya — és valosdieg human — kamrai
szivizomsejteken fontos klinikai kdvetkezményeidtek. A harmas tipusu
antiaritmias szerek, melyek rendszerint agz-tl gatoljak, a korai
utddepolarizaciok esélyét novelhetik, a korai upmdarizaciok pedig torsades
de pointes aritmiat idézhetnekéed csokkent repolarizacidos rezerv miatt. A
szimpatikus aktivitas ©Onmagaban is fokozza a kouw#bdepolarizaciok
eléfordulasat, igy a kaliumcsatornak gatlasa nagy@zélgessé valhat adrenerg
stimulacié mellett. Az §s gatlok harmas tipusu antiaritmias szerként tértén
hasznalata 6hyosnek iinik a frekvenciafigd tulajdonsaguk miatt.
Eredményeink alapjan feltételezziuk, hogy ¢jatlo szerek nagyobb veszélyt
hordoznak 6roklott vagy szerzett long-QT szindroamalszenved betegeknél,
mint a ,klasszikus”, {-t gatld harmas tipusu antiaritmias szerek, mert
szimpatikus aktivacié soran elvész a repolarizazidézilkséges mechanizmus.
Ez fontos lehet annak ellenére is, hogy mznkk fiziolégias korilmenyek
kozott a repolarizaciéban nincs jeléntszerepe. Uj antiaritmias szerek, vagy
kezelési stratégiak kidolgozasanal ezt figyelermddevenni.

Az ioncsatornak foszforilacidja megvaltoztathatzai@encsatornak fehérjéinek
szerkezetét, és igy a gatldészerekolését, mely igy a gatlas mertekének
csOkkenéséhez vezethet. Ezért vizsgaltuk az L4ipagciumaram-blokkolok,

€s az adrenerg stimulacié egymasra hatasat. Meaifiilyy hogy az adrenerg
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stimulus képes aktivalni kutya kamrai szivizomdagte a kalciumaramot
kilonbo®d szerves gatloszerek, példaul 5 pM nifedipin mellet Az

izoproterenol azonban nem tudta novelni gzadmplitidéjat a porust elzard
szervetlen kationok alkalmazasa soran. Eredményaiagjan a klinikumban
hasznalt kalciumcsatorna-gatlé szerek csokkent kbatsaguak lehetnek
megnovekedett szimpatikus tonus esetén, amit piteb@allitasakor figyelembe

kell venni.

Osszefoglalas

Bevezetés

Az akcios potencial (AP) morfologidjanak szerepmrielléen tisztazott -
adrenerg stimulacid okozta valtozasokban. Ezértvimegaltuk az izoproterenol
(ISO) modosité hatasat az akcios potencial kondfigdjara, az L-tipusu
kalciumaramra l¢y), valamint a ké& egyeniranyitd aram lassiik{) és gyors
() komponensére.  Kitértink a  valtozasok  kinetikgjanalés
frekvenciafiggéseének vizsgéalatara is.

Anyagok és médszerek

Az lc, ks, €S k mérésekhez hagyomanyos fesziltség-clamp technika
egészsejtes konfiguraciojat, valamint akciés pa&ncfesziltség-clamp
méréseket végeztink. Az akciés potencial mérésakagy ellenallasu
mikroelektrodakkal végeztik, izolalt kutya kamraivizomsejteken 37 °C-on.

Fobb eredmények

Az ISO epikardialis és midmiokardialis sejteken akciés potencialok
reverzibilis rovidulését okozta a platd emelésé@glitt. Ezek a valtozasok az
Iks €Slca amplitidoinak tébbszéros ndvekedésével jartakamérsekelt foka
stimulalasa mellett. Endokardialis sejteken az I8n okozott AP-rovidilést.
Az I, elozetesgatlasa nem moédositotta az ISO hatasatcdelokkolasakor az
akciés potencial 1ISO hatasara megnyult. A kalciatmnak ebzetes gatlasa

mind az akciés potencial rovidulését, mind a plamdelését megakadalyozta.

23



Megfigyeltik, hogy az ingerlési frekvencia csoklésg#vel az ISO nagyobb
meértéki amplitidovaltozast okozott dg, €s azys esetén a kontrollhoz képest.
Az ISO okozta platébnévekedés éslgzndvekedése hamarabb kdvetkezett be,
mint az akciés potencial rovidulése, az, vagy az lxs stimulalasa.p
blokkolokkal végzett kisérleteink soran megallagpito, hogy ap; receptorok
gatlasa az ISO okozta rovidulést nyuljtassa valtazta platdvaltozas latenciaja
pedig csOokkent. Ezzel ellentétben, fa receptorok gatlasa fokozta az AP
rovidulését, és novelte a platd valtozasanak l#gic Mindkét receptortipus
egyideji blokkolasa meggatolta az [ISO hatasanak Kidgsét. A
foszfodiészterdzok gatlasa csokkentette &bel kilonbséget a platopotencial
valtozasa és az AP rovidulés megjelenése kozott.

Osszefoglalas

Az 1SO hatasai kutya kamrai sejteken nagyban flgkiexz akciés potencial
konfiguracigjatol, és az ISO-indukalta, és nem azy, lehet a felgls az akcios
potencialok rovidiléséért. Az I1SO al,, illetve az Iy Vvaltoztatasanal
gyorsabban, rovidebb latencidval novelte a kalchamét, a jelenségért a

kulonbd® adrenerg atvonalak, illetve a kompartmentalizéeh®t felebs.
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