Az emlos szivizom frekvencia-fiiggé sajatsagai

Dr. Szigligeti Péter

Témavezetd: Dr. Nanasi Péter

Debreceni Egyetem
Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum
Altalinos Orvostudomanyi Kar

Elettani Intézet

Debrecen, 2000



BEVEZETES

Az eml0s kardialis akcios potencial egyik legfontosabb tulajdonsaga annak szokatlanul
hosszt idOtartama. Szivizomsejteken ugyanis a depolarizaciot nem koveti a nyugalmi
membranpotencialra torténd gyors repolarizacio, hanem egy elnytjtott depolarizalt allapot, az
akcios potencial platofazisa alakul ki, amelyet csak 200-300 ms mulva kovet a teljes
repolarizacio. Ennek a kizarolag szivizomra jellemzd tulajdonsagnak a hatterében szamos
ioncsatorna (natrium, kalcium, kalium és klorid csatornak) dsszerendezett makodése all. Ezen
ioncsatornak hormonalis kontroll alatt allnak, fesziiltség- ¢és id6-fiiggéd kapuzo
mechanizmusokkal rendelkeznek, és szamos szivre hatd gyogyszer tamadaspontjat képezik.
Az akcids potencial id6tartama és platojanak magassaga a sejtbe belépd kalcium mennyiségét,
¢s ezen keresztill, a szivosszehuzodasok erejét szabalyozza. Az intracellularis kalcium
visszahatva mélyrehatd valtozasokat okoznak az ingerképzés ¢€s ingeriiletvezetés
folyamataban, amelyek ismét az akcios potencialok alakvaltozasaiban tiikr6zodnek.

A kiilonbozé kardidlis preparatumok alapvetd sajatsaga, hogy akcids potencidljuk
idotartama jellegzetes frekvencia-fliggést mutat Ez részben azt jelenti, hogy a valtozatlan
ingerlofrekvencia mellett elvezetett akcios potencialok iddtartama az ingerlési frekvencia
fiiggvényében valtozik (steady-state frekvencia-fiiggés). Ezen talmenden, az akciés potencial
idotartama fiigg az azt megeldz6 diasztolés intervallum hosszatol valtozatlan
ingerl6frekvencia esetén is. Az akcios potencial idOtartamanak diasztolés intervallumtol valo
fliggését elektromos restiticionak nevezziik, amelynek sajatsagait feltételezések szerint a
plato alatt folyd ionaramok fesziiltség- és ido-fliggd kinetikai tulajdonsagai egyiittesen szabjak
meg. Annak megfeleléen, hogy a kiillonb6z6é emldsfajok ioncsatornainak tipusai, denzitasuk és
kinetikai sajatsagaik jelentds kiilonbségeket mutatnak, az egyes speciesek szivizmanak
restitucios kinetikajaban is jelentds diverzitas tapasztalhato.

Az emldsok és az ember miokardiumanak restiticiés sajatsdgainak hatterében
komplex elektrofiziologiai valtozasok allnak, amelyek ismerete klinikai szempontbol is fontos
lehet. A human medicindban az életet veszélyeztetd szivritmuszavarok egyik legfontosabb
kivalto oka a szivizomsejtek akcids potencial idétartamanak megndvekvo diszperzidja.
Kamrai, vagy pitvari extraszisztolét kovetden az extrainger idopontjanak fliggvényében
fokozodhat az akcids potencial repolarizaciojanak heterogenitasa, ami Ujabb malignus

ritmuszavar forrasa lehet.



A patkany szivizomsejtjeinek sajatsagai - 6sszehasonlitva a tobbi emlésével - szamos
egyéni jellegzetességet mutatnak. Ilyen a negativ erd-frekvencia 6sszefliggés, a szokatlanul
rovid akcids potencial idGtartam és a relative magas intracellularis natriumkoncentracio.
Mindemellett jol ismert, hogy patkdny szivizmaban a szarkoplazmatikus retikulum igen
fejlett, igy itt az intracellularis kalcium f6 forrdsa a szarkoplazmatikus retikulum. Ezek a
tulajdonsagok kiilondsen alkalmassa teszik a patkdny szivizomsejtjeit az intracellularis
kalciumszint restitiicios folyamatra gyakorolt szabalyozo szerepének vizsgalatara.

Emlésok kamrai szivizma a fent emlitett akcidés potencial id6étartam frekvencia-
fiiggésén til a kontrakcios erd tekintetében is jellegzetes frekvencia-fliggést mutat. A legtobb
emlds species (tengerimalac, nyul, kutya, macska) valamint az ember kamrai szivizmanak
kontraktilitdsa az ingerlési frekvencia novelésekor fokozodik (pozitiv erd-frekvencia
Osszefliggés). Ezzel ¢éles ellentétben, patkanyban negativ erd-frekvencia 0Osszefiiggés
figyelhetd meg, tehat az ingerlési frekvencia novelése a kontrakcidos erd progressziv
csokkenésével jar. A pozitiv er6-frekvencia 0Osszefliggést mutaté speciesek akcids
potencialjanak id6étartama hosszu (atlagosan 200 ms), mig patkany esetében ez az érték joval
alacsonyabb (kb. 20-40 ms). Mindez arra utal, hogy az akcidés potencial iddtartama
onmagaban is fontos meghatarozoja lehet a kontrakcios er6 nagysaganak. Mivel a patkany
szivizmaban az intracelluldris natriumkoncentraci6 magasabb, mint a tobbi vizsgalt
speciesben, felvetdédik a lehetdség, hogy a patkanyra jellemzd forditott erd-frekvencia
Osszefiliggés a magas intracellularis natriumtartalom és a rovid akcids potencial idétartam

kombinaciéjanak kdvetkezménye.

CELKITUZESEK

Munkam soran célul tliztem ki az emldés és humén szivizom frekvencia-fiiggd sajatsagainak

vizsgalatat a kovetkezd szempontok szerint:

1. Vizsgéltam a kamrai szivizom kontrakcids erejének és az akcids potencial id6tartamanak
steady-state frekvencia-fiiggését kiilonb6z6 speciesekben és megprobaltam magyarazatot
talalni a patkany valamint a tobbi emlds szivére jellemzd eltéré frekvencia-fliiggés

mechanizmusara.



2. A szivizomsejtek akcios potencial idétartamanak frekvencia-fiiggd sajatsagait vizsgaltam
kiilonds hangsulyt helyezve az akcids potencial id6tartam restitiicios kinetikdjanak
tanulmanyozasara. Kisérleteim soran kutya, nyul, tengerimalac, patkany ¢és human
preparatumok restitiicios kinetikajat vizsgalatadltam és megkiséreltem magyardzatot adni a
restitiicios kinetika hatterében allo fontosabb mechanizmusokra és a fellelhetd interspecies

kiilonbségekre.

MODSZEREK

A multicellularis preparatumokon végzett kisérleteink soran vegyes nemil
tengerimalacokat, nyulakat, patkanyokat és kutyakat hasznaltunk. A human vizsgalatok bal
kamrai papillaris izmokon és jobb pitvari trabekuldkon torténtek, amelyeket nyitott
szivmiitéten atesett paciensek szivébdl tavolitottak el. Vékony (0.2-0.5 mm atmérdjii)
papillaris izomkotegeket preparaltunk ki mindkét kamrabol és human mintdk esetén a
pitvarb6l, majd azokat egy plexiiiveg kadban rogzitettiik, amelyet 37 °C hémérsékletii, 100%
oxigénnel ataramoltatott Tyrode oldattal folyamatosan perfundaltunk. A membranpotencial-
valtozasokat konvencionalis mikroelektrodak segitségével kovettiik. A kontrakcios erd
nagysagat a preparatum végéhez rogzitett kapacitiv elektro-mechanikus transzducerrel mértiik
izometrias koriilmények kozott. Megfeleld erdsités és digitalizalas utan az elektromos és
mechanikai valaszokat személyi szamitogépen rogzitettiik és analizaltuk. A restiticiés
kinetikat az alabbiak szerint vizsgaltuk. A preparatumokat egy 20 vagy 30 impulzusbol allo
kondicional6 sorozattal ingereltilkk, majd az utols6 kondicionald impulzust egy megfelelden
iddzitett extraimpulzus kdvette. A restiticios gorbéket ugy nyertiik, hogy az extrastimulus
altal kivaltott akcids potencial id6tartamat a diasztolés intervallum fliggvényében abrazoltuk.
A kapott gorbéket 1, 2, 3 vagy esetenként 4 exponencidlis komponens 0Osszegeként
illesztettiik.

A nyulbol, kutyabdl, tengerimalacbdl és patkanybol izolalt kamrai szivizomsejteket
coronaria perfuzioval kombinalt enzimatikus emésztéssel (kollagendz + proteaz) nyertiik. A
sejteket Tyrode oldatban szuszpendaltuk, majd a méréseket a patch-clamp technika whole-cell
akcios potencidlokat az ingerkiiszob kétszeresének megfeleld amplitadojii depolarizalo
aramimpulzusokkal valtottuk ki aram-clamp iizemmoddban. Izolalt szivizomsejteken a
restitucids kinetikat és a kalciumaram reaktivacidjat egyarant paros impulzusok segitségével

hataroztuk meg. A kalciumaram reaktivacios kinetikajanak vizsgalatakor egy-egy —50 mV



holding potencialrél alkalmazott +10 mV-ra depolarizalod fesziiltségimpulzust fokozatosan
novekvd diasztolés idotartamokkal valasztottunk el. A kalciumaram reaktivaciojat a masodik
¢s az elsd impulzus alatt mért csucsaramok hanyadosaként jellemeztiik, amit a diasztolés
id6tartam fliggvényében abrazoltunk. A natrium-kalcium cserearam amplitadojat egy 50 ms
hosszit 0 mV-ra torténd depolarizaciét koveté farokaramként mértik —40 mV
membranpotencidlon. Az erdsitd kimenetén megjelend jelet digitalizaltuk, majd az
eredményeket a pClamp 5.03 program segitségével analizaltuk.

A nyulbol izolalt kamrai szivizomsejtek akcidos potencialjait és intracellularis
kalciumtranzienseit 1 perces ingerlés-mentes periodust kovetéen regisztraltuk az elsé nyolc
stimulus soran. Az akcids potencialokat aram-clamp iizemmodban vezettiik el a fent leirt
koriilmények kozott. Az intracellularis kalciumkoncentracié valtozasait Fura-2 fluoreszcens
festék segitségével mértiik. A sejteket valtakozva vilagitottuk meg 340 ¢és 380 nm
hullamhosszu fénnyel, mikdzben a sejtek két dimenzids képét videdkameraval folyamatosan
monitoroztuk és a kibocsatott fluoreszcens jelet fotoelektronsokszorozoval detektaltuk. Az
intracellularis kalciumkoncentraciot a hattér fluoreszcenciara korrigalt fluoreszcens hanyados
(F340/F330) formajaban fejeztiik ki. Patkanybol izolalt kamrai szivizomsejteken az
intracellularis kalciumtranzienseket Indo-1 fluoreszcens festék segitségével mértiik, a festéket
a sejtmembranon konnyen atlépd lipidoldékony acetoxymetilészter formaban juttattuk a
sejtbe. A sejteket 340 nm hulldmhosszu gerjesztéfénnyel vilagitottuk meg, majd a kibocsatott
fluoreszcens jelet 400 €s 500 nm-en regisztraltuk. Az intracellularis kalciumkoncentraciot a
400 és 500 nm-en tortént fluoreszcens emisszio hanyadosaként fejeztiik ki.

A mérési eredményeket atlag £ SEM formaban fejeztiik ki, a szignifikanciat Student
féle t-teszttel szamitottuk. Szignifikansnak tekintettiik a kiilonbségeket, ha a P értéke kisebb
volt mint 0.05.

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A kontrakciés er6 frekvencia-fiiggésének vizsgalata

1. Tengerimalac és nyul kamrai preparatumok akcidés potencialjat az ATP-szenzitiv
kaliumcsatorna aktivator levkromakalim ¢és pinacidil segitségével olyan mértékben
roviditettiik, hogy az 0Osszevethetd legyen a patkdny akcidés potencial idotartamaval.
Levkromakalim hatdsara a kontrakcids erd nagysaga minden vizsgalt frekvencian (0.33-3.3

Hz) csokkent, mikozben a kontroll kdriilmények kozott megfigyelhetd pozitiv erd-frekvencia



Osszefiiggés az alacsonyabb frekvencidkon megfordult. Az akcids potencial iddtartam

frekvencia-fiiggését a levkromakalim nem valtoztatta meg.

2. A levkromakalim jelenlétében alkalmazott Na/K-pumpa gatld acetylstrophantidin névekvo
koncentracidinak hatasara az erd frekvencia-fliggésének megfordulasa egyre kifejezettebbé
valt, mikozben a kontrakciok nagysagat az acetylstrophantidin minden frekvencian
szignifikansan novelte. Az acetylstrophantidin kezelés hatasara az akcios potencial idotartama
nem valtozott lényegesen. A kontrakcidos erd frekvencia-fiiggését az acetylstrophantidin

kezelés 6nmagaban nem valtoztatta meg, de a gdrbék inflexids pontjat balra tolta.

3. A patkany rovid akcids potencidljat a kaliumcsatorna blokkold 4-aminopyridin és
tetractylammonium egyiittes alkalmazasaval megnyujtottuk ugy, hogy azok megkozelitsék a
nyul és tengerimalac preparatumokra jellemzé értékeket. A 4-aminopyridin  és
tetractylammonium egylittes jelenléte minden frekvencianal novelte a kontrakcios erd
nagysagat, mikdzben a kontroll koriilmények kozott 1 Hz alatti frekvenciakon megfigyelhetd

negativ er6-frekvencia 6sszefliggést megsziintette.

Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a kontrakcios erd frekvencia-
fiiggésének megfordulasa nincs Osszefiiggésben az eré abszolut nagysagaban bekovetkezett
valtozassal. Az er6-fekvencia Osszefliggés jellegét elsdsorban az akcids potencial id6tartama
hatarozza meg, mig az intracellularis natriumkoncentracid nagysaganak eziranyt hatasa

masodlagos, de nem elhanyagolhato.

Patkany kamrai szivizom restituciés kinetikajanak vizsgalata

1. Patkany szivizom restitucios kinetikija Tyrode oldatban 37°C-on harom exponencialis
komponens &sszegeként volt jellemezhetd (egy korai pozitiv és két negativ komponens),

amelyek idéallandoinak értéke rendre 21.9+1.9, 73.1£6 és 1053+61 ms volt.

2. A tranziens kifelé iranyul6 kaliumaram ¢és a kés6i kaliumaram blokkolasa 4-
aminopyridinnel és tetractilammoniummal szignifikansan megnovelte az akcids potencial
id6tartamat, de nem valtoztatta meg a restitucd kinetikjat. A kalcium-fiiggd kloridcsatorna

specifikus gatloszereként hasznalt SITS sem befolyésolta érdemlegesen a restitucios kinetikat.



3. A kalciumaram gatlasa nifedipinnel, vagy mangan-kloriddal teljesen eltiintette az elsd két
komponenst, mig a harmadik komponens lényegében valtozatlan maradt. Koffein kezelés
novelte az akcids potencial idotartamat és hatdsara a restitucios gorbe elsd, gyors pozitiv
valamint a masodik, gyors negativ komponensének idéallandoja szignifikdnsan csokkent, mig

a gorbe harmadik szakasza alig valtozott.

4. A bifazisos restiticios gorbe elsé két komponense jo idébeli egyezést mutatott az

extraingert megel6z6 kontrakcios gorbével.

5. A restiticios gorbe masodik komponensének iddallanddja (a hédmérsékletkiilonbségbol
adodo korrekciot figyelembe véve) jol egyezett a natrium-kalcium cserearam relaxacios
(151£12.3 ms), mig a harmadik komponensé a kalciumtranziens reaktivacios idéallandojanak

(1575+326 ms) felelt meg.

Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a kalciumaram és az intracellularis kalciumszint
tranziens valtozasai jelentés mértékben, ugyanakkor komplex moddon, szabalyozzik az
elektromos restiticid kinetikajat patkany kamrai szivizman, mig a kaliumaramok részvétele

elhanyagolhato.

Elektromos restitucio vizsgalata nyil, kutya és tengerimalac kamrai preparatumokon

1. A kutyabol és tengerimalacbol izolalt multicellularis preparatumok esetén az akcios
potencial id6tartam monoton ndvekedett a diasztolés iddtartam ndvelésekor. A kapott
restitiicios gorbék illesztett paramétereit 6sszehasonlitva nem talaltunk lényeges kiilonbséget a
két species kozott. Ezzel szemben, a nyul szivizmanak restitucios gorbéje bifazisos kinetikat
kovetett: az akcios potencial idétartama kezdetben nétt, majd a késdbbiekben folyamatosan

csOkkent a diasztolés id6tartam novelésekor.

2. Multicellularis nyal kamrai preparatumokon a kalciumaram gatlasa nifedipinnel minden
diasztolés intervallum esetén jelentOsen roviditette az akcids potencial idOtartamat és
megakadalyozta mind az els6 gyors pozitiv, mind az azt kdvetd negativ komponens
kialakulasat. Ha az akcids potencial id6tartamat nicorandillal, az ATP-szenzitiv kalium

csatorna gatloszerével ugyanilyen mértékben roviditettiik, a restiticios gorbe bifazisos jellege



megmaradt. Ugyanigy nem valtozott a gorbe bifazisos lefutdsa az Iy, gatloszereként hasznalt

4-aminopyridin hatasara sem.

3. Mindharom speciesbdl izolalt kamrai szivizomsejteken azonos kisérleti feltételek mellett
hataroztuk meg és hasonlitottuk Ossze a kalciumaram reaktivacidos és az akcids potencial
idOtartam restiticios kinetikajat. A kalciumaram monoexponencialis reaktivacios idéallandoja
hibahataron beliil egyezett a harom vizsgalt species szivizomsejtjein. Az akcids potencial

(szintén monoexponencialis) restiticios kinetikaja mindharom esetben valamivel gyorsabb

crer

4. Nyul kamrai sejteken az intracellularis kalciumszint pufferelése a sejtbe juttatott kalcium-
kelator (EGTA vagy BAPTA) segitségével novelte az akcios potencial idotartamat minden
diasztolés idGtartam mellett. A restiticios kinetika nytlra jellemz6 lassi negativ komponense
kalcium-kelator kezelés hatasara eltant, mig a gyors pozitiv komponens iddallandoja

lényegesen nem valtozott.

5. Az intracellularis térbe juttatott kalcium-kelator (BAPTA) eltérd valtozast okozott kutya
kamrai szivizomsejteken attol fliggéen, hogy azok endokardialis, vagy epi-midmiokardialis
eredetlieck voltak. Az epi-midmiokardialis sejteken BAPTA hatasara az akcios potencial
id6tartam csokkent, mig endokardialis sejteken enyhén névekedett. Az endokardialis és epi-
midmiokardialis sejtek restitiicios gorbéi kontroll koriilmények kozott kutyaban hasonld
kinetikat kovettek, mindkét sejttipus esetén két (egy gyors €s egy lassu) pozitiv komponens
Osszegeként voltak leirhatok. BAPTA kezelés hatasara az epi-midmiokardiais sejteken az
elsd, gyors pozitiv komponens eltlint, mig a masodik, lassu pozitiv komponens eléjelet valtott.
Ezzel szemben endokardialis sejteken a restiticios kinetika bifazisossa valt BAPTA

jelenlétében.

6. A restitacios gorbe lefutasa fiiggott az extrainger el6tt alkalmzott kondicionald ingerlés
diasztolés iddtartamokat kovetden kivaltott extra akcids potencidlok iddtartama 3.3 Hz
kondicionald frekvencia esetén mindig révidebb volt, mint a 0.2 vagy 1 Hz kondicionald

frekvenciak mellett kapott értékek.



7. Hosszabb ingerlés-mentes periodus kovetden alkalmazott repetitiv ingerlés utan az akcios
potencial idétartama és a kalciumaram cstucsamplitiddja a masodiktol a nyolcadik stimulusig
folyamatosan csokkent, mig az intracellularis kalciumszint (szisztolés ¢s diasztolés) ezzel

parhuzamosan nott.

Ezek az eredmények azt bizonyitjdk, hogy a nyul kamrai restitucidos gorbe fizioldgias
koriilmények kozott tapasztalhatd Dbifazisos jellegének kialakulasdhoz funkcidképes
kalciumcsatorna valamint normalis intracellularis kalciumszint egyarant sziikséges. Az
intracellularis  kalciumszint ndévekedése (pl. nagyfrekvenciaji ingerlés hatasara) a
kalciumaram gatlasat €s az akcids potencial idétartamanak csokkenését vonja maga utan nytl

kamrai szivizomsejteken.

Elektromos restiticié vizsgalata human kamrai és pitvari szivizomban

1. A human kamrai szivizom restitiicios kinetikajat 4 exponencialis komponens 0sszegeként
illesztettitk 42.5£3.4 ms, 147+6.5 ms, 1.44+0.14 s és 14.4+0.51 s idéallandokkal. A pitvari
szivizom restitucios gorbéjét 3 exponens dsszegeként illesztettiik (154+9.9 ms, 1.52+0.19 s és
25.5¢1.2 s idoallandokkal). Tehat a kamrai szivizomsejtek restitiicios kinetikajaban
megfigyelt els6 gyors komponens pitvari preparatumokon hidnyzott, a pitvari preparatumok
restitiicios kinetikajanak elsé és masodik komponense megegyezett a kamrai preparatumok
masodik és harmadik komponensével, mig a pitvari preparatumok restiticios kinetikajanak
harmadik komponense szignifikansan hosszabb volt, mint a kamrai preparatumok restiticios

kinetikajanak negyedik komponense.

crcr

s

komponens hidnyat a kalciumarammal parhuzamosan reaktivalodo — a pitvari preparatumokon

hagyomanyosan intenziv - tranziens kalium aram jelenlétével magyarazzuk.

MEGBESZELES

A jelen értekezésben taglalt kisérletes munka arra a — meglehetdsen komplex —
kérdésre probalt valaszt keresni, hogy milyen tényezok (€s milyen mértékben) szabalyozzak a

szivizom elektromos €s mechanikai paramétereinek frekvencia-fiiggd valtozasait. Ellentétben



a hagyomanyos kozvélekedéssel, amely az akcios potencial idétartamanak frekvencia-fiiggo
valtozasainak okat elsdsorban a kiilonb6z6 preparatumokon expresszalt kaliumcsatornak
heterogenitasaban latja, megmutattuk, hogy ezekben a folyamatokban kiemelt szerep jut a
kalciumcsatorndknak valamint az intracellularis kalciumkoncentracio tranziens valtozasainak.

Eml6sok kamrai szivizmaban harom fobb mechanizmus ismert, amely az
intracellularis kalciumkoncentracio fiiggvényében modositani képes az akcids potencial
idotartamat: (1) a natrium-kalcium cseremechanizmus, (2) a kalcium-fiiggé kloridaram,
valamint (3) az L-tipusu kalciumaram kalcium-fiiggd inaktivacidja és abbol vald visszatérése.
A kloridaram aktivalodasa roviditi, a natrium-kalcium cseremechanizmus aktivalodasa nyujtja
az akcios potencialt. A magas intracellularis kalcium szint csokkenti az L-tipust
kalciumaramot annak kalcium-fiiggé inaktivacidja miatt, azonban alacsony intracellularis
kalciumszint mellett annak mérsékelt emelkedése ndvelheti is a kalciumaramot.

Nyl kamrai szivizman végzett kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy az
intracellularis kalciumszint emelkedése az akcidés potencial idétartamanak massziv
csokkenésével jart egyiitt. Ezen eredmények tehat nem magyarazhatéak a natrium-kalcium
mert (1) a kloridcsatornakat gatlé SITS nem befolyasolta érdemben sem az akcids potencial
id6tartamat, sem magat a restiticios folyamatot, (2) az aram aktivalédasa soran a platofazis
alatt egy kifelé iranyuld, mig az akcios potencial 90%-os repolarizaciojanal egy befelé folyo
aram jelenik meg, ami az APDs, és APD3 érték csokkenésben, €s ezzel egyiitt az APDyy érték
novekedésben nyilvanulna meg, azonban méréseink soran ilyen jellegli eltéréseket egyetlen
esetben sem lattunk.

Fentiek értelmében az egyetlen mechanizmus, amely az intracellularis kalciumszint
emelkedésekor csokkenteni képes az akcids potencial idotartamat az L-tipust kalciumaram
kalcium-fliggd inaktivacioja. Az emelkedo intracellularis kalciumszint altalaban gatolja az L-
tipust kalciumaramot, de az L-tipusii kalciumaram reaktivacidja az intracellularis
kalciumkoncentracié bonyolult fliggvénye. Irodalmi adatok szerint a kalciumaram
reaktivacios kinetikdja egy korai szupernormalis tullovést mutat kutya kamrai sejteken, amely
kalcium-kelator jelenlétében hianyzik. A nyul kamrai szivizom restiticios kinetikajanak
vizsgalatakor (a konvencionalis mikroelektrodatechnikaval végzett kisérletekben a pipetta
oldata mindig EGTA-mentes volt) a kontroll koriilmények kdzott tapasztalt bifazisos jelleg
Nyulon a BAPTA hatasara kialakulo restiticios kinetikavaltozasok alatdmasztani latszanak

ezt a feltevést.

10



Az intracellularis kalciumszint restiticios kinetikara kifejtett ilyetén szabalyozo
szerepének és a patkany kamrai szivizomsejteken nifedipinnel végzett kisérleteink
eredményeinek ismeretében nyilvanvald, hogy a patkany kamrai szivizom restitucios
kinetikajaban is kiemelt szerepet jatszanak az intracelluldris kalciumszint-valtozasok.
Feltételezhetd, hogy az elsé komponens id6allandojat a kalciumaram inaktivaciobdl torténd
visszatérése hatdrozza meg, amelyet folyamatosan moduldl az intracelluldris
kalciumkoncentracié szimultan valtozasa, mig a restitucié masodik fazisaért feltételezhetéen
az extrastimulust megeldz6 utolséd akcids potencial altal kivaltott kalciumtranziens relaxacioja
lehet felel6s. A restiticios gdrbe harmadik, lassi negativ komponensének mechanizmusa nem
teljesen tisztazott. Kisérleteinkben a harmadik komponens iddallandoja jol egyezett a
kalciumtranziensek reaktivacios iddéallandojaval. Ezek szerint a harmadik, kés6i negativ
komponensért a fokozatosan ndvekvd kalciumtranziens okozta kalciumaram-csokkenés lehet
felelds, amelynek rovidit6 hatasa erdteljesebb, mint az emelkedd intracellularis kalciumszint
okozta natrium-kalcium cseredram intenzitasfokozodasa miatt bekovetkezd akcios potencial
id6tartam-ndvekedés.

A patkany, nyul, tengerimalac és kutya kamrai szivizman végzett kisérleteink alapjan
elmondhatjuk, hogy a restitucios kinetika alakitasaban az intracelluléris kalciumkoncentracio
tranziens valtozasainak mindkét iranyll hatasa valdszinasithetd. Egyrészt az extrastimulust
megel6z6 akcids potencial altal kivaltott kalciumtranziens csdkkenti az L-tipusu kalciumaram
nagysagat, masrészt noveli a natrium-kalcium cserearam intenzitasat s ezen két aram aktualis
aranya hatarozza meg a restitlicios kinetika alakulasat. A kalciumaram intracellularis kalcium-
kelator jelenlétében meghatarozott reaktivacios kinetikdjdban nem talaltunk olyan
kiilonbségeket, amelyekkel az akcids potencial idGtartam restitucidjaban észlelt nagyfoku
heterogenitast meg lehetne magyarazni. A nytlon és patkanyon végzett kisérleteink arra
utalnak, hogy az észlelt diverzitds nem magyarazhaté a kiilonb6zo tipust kaliumcsatornak
preparatumonkénti sajatos megoszlasaval sem. Az intracellularis kalciumkoncentracié altal
szabalyozott — korabban mar emlitett — ionaramok fajonkénti megoszlasa sajnalatos modon
nincs kelléen feltérképezve, ennek ellenére valosziniinek latszik, hogy az emlés szivizom
restitliciés  kinetikajaban észlelt heterogenitas hatterében az intracellularis kalcium
kezelésében ¢€s a szarkoplazmatikus retikulum funkcionalis €s morfologiai tulajdonsagaiban

fellelheto kiilonbségeknek jelentds szerepet kell tulajdonitanunk.

A kontrakcids erd frekvencia-fiiggését kiilonbozé speciesekben vizsgalva azt talaltuk,

hogy a nyulban és tengerimalacban kontroll koriilmények koézott megfigyelt pozitiv erd-
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frekvencia Osszefiiggés az akcidés potencial id6tartamanak roviditésekor részlegesen
megfordult, ami az intracellularis natriumkoncentracio novelésekor még kifejezettebbé valt. A
patkanybol szarmaz6 preparatumok erd-frekvencia dsszefliggése kontroll koriilmények kozott
hasonlo lefutdst mutatott azzal, amit nyul és tengerimalac prepardtumokon ¢észleltiink az
akcios potencidl idOtartamanak roviditése utan. Azokban az esetekben, amikor az akcids
potencial idGtartama 1ényegesen rovidebb, mint a kontrakcios id6, megnd a natrium-kalcium
cserediffuzidé hajtéereje, mivel a sejtmembran a kalciumtranziens tetézésekor mar jelentds
mértékben repolarizalodott. Mindez a citoplazma - és ebbdl kovetkezden a szarkoplazmatikus
retikulum - csokkent kalciumtartalmahoz vezet, ami a kontrakcios erd csokkenését vonja
maga utan.

Az akciés potencial roviditésekor megfigyelt kontrakcidos erd-csokkenés a fenti
jelenséggel magyarazhatd, azonban az er0-frekvencia Osszefliggés reverzidja tovabbi
magyarazatra szorul. A szivizom kontrakcidja a citoplazmatikus kalciumkoncentracio
atmeneti novekedésének kovetkezménye. A magasabb ingerlési frekvenciaknal észlelt pozitiv
eré-frekvencia Osszefliggés megjelenéséért részben az L-tipusu kalciumcsatornak, részben a
gyors natrium csatornak gyakoribb megnyilasa lehet felelds. Az ilymodon megndvekedett
kalcium bedramléds kozvetleniil, mig a natrium bedramlds a natrium-kalcium cserediffizio
kozvetitésével vezet az intracellularis kalciumtartalom novekedéséhez. Az alacsonyabb
ingerlési frekvencidk mellett patkdnyban észlelt negativ erd-frekvencia Osszefliggés
megjelenéséért két tovabbi mechanizmus tehetd feleldssé: a szarkoplazmatikus retikulum
kalciumcsatornainak (ryanodine-receptorainak) id6-fiiggd reaktivacioja, valamint a kalcium
id6-fiiggd tovabbitasa a szarkoplazmatikus retikulumon beliil a felvevohelyekrdl a kibocsajto
helyekre.

Az még nem viladgos, hogy ezen mechanizmusok viszonylagos jelent0ssége hogyan
valtozik meg az ingerlési frekvencia moddositasakor, de a levkromakalimmal nyert
eredményeink egyértelmaen bizonyitjak, hogy, hogy az akcids potencial idotartam valtozasai
dont6 szerepet jatszanak az erd-frekvencia 0sszefiiggés alakitdsaban is. Eredményeink alapjan
arra kovetkeztetliink, hogy a patkdnyban észlelt forditott erd-frekvencia Osszefliggés nem
eredendden interspecies kiilonbség, hanem a patkanyszivre jellemz6 révid akcids potencial és
magasabb intracellularis natriumkoncentraci6 kombinacidjanak kovetkezménye. Emlos
szivizomban mindkét tényezo a kontraktilis erd frekevencia-fiiggésének fontos szabalyozoja.
Ugy tiinik, hogy e két tényezé koziil az akciés potencial idétartam véltozasaink kell nagyobb

jelentéséget tulajdonithatunk.

12



A TEZISEKET MEGALAPOZO IN EXTENSO KOZLEMENYEK

1. Szigligeti P, Pankucsi C, Banyasz T, Varrd A, Nanasi PP: Action potential duration and
force-frequency relationship in isolated rabbit, guinea pig and rat cardiac muscle. J Comp

Physiol B 1996;166:150-155.

2. Nanasi PP, Pankucsi C, Banyasz T, Szigligeti P, Papp JG, Varro A: Electrical restitution in
rat ventricular muscle. Acta Physiol Scand 1996;158:143-153.

3. Banyasz T, Magyar J, Szigligeti P, Pankucsi C, Varré A, Nanasi PP: Frequency-dependent
characteristics of human cardiac muscle. Exp Clin Cardiol 1997;2:205-209.

4. Szigligeti P, Banyasz T, Magyar J, Szigeti Gy, Papp Z, Varr6 A, Nanasi PP: Intracellular
calcium and electrical restitution in mammalian cardiac cells. Acta Physiol Scand

1998;163:139-147.
5. Szigligeti P, Banyasz T, Magyar J, Varré A, Nanasi PP: Effect of chelation of cytosolic

calcium on action potential duration and electrical restitution in dog rabbit and rat ventricular

myocytes. XIII. World Congress of Cardiology - Free Papers 1998, 207-211.

13



