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Az értekezésben gyakran hasznalt roviditések jegykeé

AC: i, adenilat-ciklaz

4-AP: ..o, 4-aminopyridin

AP akcios potencial

APD:.................. az akcios potenciddtartama

APDy: ...l az AP kezdetétmért azon idtartam, mely az AP amplitid6jadhoz képest
meért x%-o0s repolarizacioig telt el

ATP: . adenozin-trifoszfat

CAMP: .............. ciklikus adenozin monofoszfat

CGP-20712A:.... 2-hydroxy-5-[2-[[2-hydroxy-3-[4-fhethyl-4-(trifluoromethyl)imidazol-2-
yllphenoxy]propyl]amino]ethoxy]benzamide

DAG: .....ccoo diacil-glicerol

E-4031............... 1-[2-(6-Methyl-2pyridil)etiya-(4- methylsulfonyl aminlbenzoyl)
piperidine

EGTA: ...ccccvveee etilén-glikol tetraecetsav, ,13-bis(carboxymethyl)-6,9-dioxa-3,12-
diazatetradecanedioic acid

EPAC................ Exchange Protein directly Activated by cAMBAMP aktivalt kicseré
fehérje

HEPES............... 2-[4-(2-hydroxyethyl)pipemadi-yllethane-1-sulfonic acid

HMR-1556: ....... N-[(3R,4S)-3-hydroxy-2,2-dimetkyd(4,4,4-trifluorobutoxy)chroman-4-
yl]-N-methylethanesulfonamide

IBMX: .o izobutil-metilxantin,  1-metl3-(2-methylpropyl)-2,3,6,9-tetrahydro-1H-
purine-2,6-dione

lCall coeeeeeeeeeniinnns L-tipusu kalciumcsatornakafol6 aram

Incx Natrium/kalcium ATPaz altal 1étrehozott aram

ICI 118,551: ...... (2R,3R)-1-[(7-methyl-2,3-dihydi H-inden-4-yl)oxy]-3-(propan-2-
ylamino) butan-2-ol; hydrochloride

LK eeeee e e e e e kés egyeniranyito kaliumaram gyorsan aktivalodd komgrose

IS eeeeeeereeeenennnnnnns kés egyeniranyitd kaliumaram lassan aktivalédé kongrme

IK1 oo befelé egyeniranyitd K+tosaak altal Iétrehozott &ram

ltor wevernrnnnnnninneeens tranziens, kifelé iranydaliumaram (fransient outward currefi}

ISO: .o izoproterenol, (RS)-4-[fdnoxy-2-(isopropylamino)ethyl]benzene-1,2-diol
LOQT: . long QT-szindroma

PKA: i, protein kinaz A

PKC: oo protein kinaz C

PLB: .. foszfolamban

PLC: ..o foszfolipaz C



Bevezetés

A szivizomszovet adrenerg aktivaciéja az &mkiv egyik legfontosabb adaptaciés
mechanizmusa. Ezt a hatast tdgfppenp-adrenerg receptorok, €s a hozzajuk kapcsolodd
jelatviteli utvonalak kdzvetitik.

Az adrenerg aktivaciora kiféjtlo jol ismert pozitiv trophatasokat megdmben tobb
ionaram jelerisen fokozodik kamrai szivizomsejteken [4], igy aigusu kalciuméram
(Icay) [5], a kési egyeniranyitd kaliuméaram lassid)l [6] és gyors (;) komponense [7].

Keveset tudunk az izoproterenq} Es ks fokozasanak kinetikajarol, ugyanakkor & &s
Ca* aramok egymashoz viszonyitotbikli aktivacidja fontos szerepet jatszhat az adrene
aktivacioé proaritmias veszélyének létrehozasaban [8

Az adrenerg stimulaciéra bekodvetkeakciés potencial (AP) valtozasok nem &eh
dokumentaltak, és jelefd eltérések vannak a kulonkiozspeciesek kozott. Az akcios
potencial idtartama (APD) & pl. sertés [9], patkany [10] és tengerimalac [k&mrai
szivizomsejteken, mig az APD cstkken nyul [5], kufg], macska [12], és huméan [13]
preparatumokon.

Az eltéi6 B-adrenerg valasz hatterében a kulortbépeciesekben az eliéAP-morfoldgia
allhat, amit a nem azonos mértékben expresszatbdvamok okoznak. Kivancsiak voltunk,
hogy miként befolyasolja a kalcium- és a &ékaliumaram komponenseit gadrenerg
stimulacio, valamint az«] szerepére az adrenerg stimulacio okozta kalcium#@ekedés
ellensulyozasaban. Megvizsgaltuk és dsszehasankt@z k, lks €s ka aramok idbeli
aktivacidjat. A meérések soran az aramok amplittaldivaltozasa mellett gradrenerg valasz
kinetikai sajatsagait is vizsgaltuk.

A B-adrenerg stimuldcié hatasait az AP-konfiguracidkeidos potencial mérésekkel,
feszlltség-clamp és akcids potencial fesziltsémlmodszerekkel vizsgaltuk kutya kamrai
izolalt szivizomsejteken. Ap-adrenerg receptorok aktivalasara izoproterenoBOjl
alkalmaztunk. Az AP morfologidjanak szerepét egs,endokardialis eredekutya kamrai
sejtek segitségével vizsgaltuk, emellett midmiolédisl sejtek AP-jat az endokardidlis
sejtekéhez hasonléva alakitottuk a tranziens oudtvkatiumaram ¢b) gatlasaval. Az AP
idétartamanak rovidulését vizsgaltuk — aglbddi paramétert a kalcium, az utébbit pedigaz |
és ks aramok markerének tekintettik. Az AP-mérések sok#drtink a valtozasok
frekvenciafliggésének vizsgalatéra is, és megkdreshiatast kdzvetitp receptor altipust is.
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A kutya kamrai szivizomsejtek hasznalatat a kisgklesoran az indokolta, hogy a kutya
kardiomiocitak iondramai a humanéhoz nagyon hasérlbs].

Eredményeink megmutattak, hogy az izoproterenol ibakcpotencial-paramétereit
befolyasolo hatdasa nagymértékben fliigg a kiindublddi morfologiajatol, emellett a hatas
forditott frekvenciafligg.

Kimutattuk, hogy kutya kamrai szivizomsejteken aoproterenol akcids potencialt
rovidité hatasaért efsorban az izoproterenol altal aktivalt (nem pedig azq}) fokozasa a
felelés. Az ISO okoztax és ks amplitudo valtozasa jelefden lassabb az4hoz képest, ami
magyarazhato a résztuieyelatviteli utvonalak eltéréseivel, illetve a cAMRtracellularis
kompartmentalizaciojaval. Megallapitottuk, hogyI80 kaliumaramokat fokoz6 hatasaert a
B1, kalciuméramot fokozd hatasaért pedig mirfd,amind pedig &8, receptorok altal medialt
jelatviteli utvonalak feldisek.



Irodalmi attekintés

Az adrenerg receptorok

Az adrenerg receptorok az ugynevezett 7-transzm@mb(7-TM) receptorok
szupercsaladjahoz tartoznak. Ko6zos tulajdonsdgubgy ha sejtfelszini membranban
helyezkednek el, és azor#hélix szakasszal Iépnek at. A receptorfehérjélaasllularis C-
termindlisa felels a G-fehérje kotéséért. Agonista ddi#sére megvaltozik a receptor
szerkezete, ami leh@te teszi a receptor és a G proteinek kapcsolofiEskt

Az adrenerg receptorokat osztalyozhatjuk ligandaffsuk és aminosav-szekvenciajuk
alapjan, igyo ésp-adrenerg receptorokrél beszélhetiink [16]. Az edfeeptoroka;, €sap
receptorokra oszthatdéak, de aminosav homolégigéadamindkét tipusnak Iéteznek tovabbi
altipusai g receptorok kozip,, B, €sps adrenerg receptorokat ismerunk.

Az oj-adrenerg receptorok megtalalhatéak a szivizomemijtés, bar szdmuk kicsi &
adrenerg receptorokhoz viszonyitva. A receptorokszven pozitiv kronotop hatést
kozvetitenek. Fontos szerepik van emellett a sonasejtek kontrakcidjaban. Az adrenerg
receptoroknak tovabbi harom altipusa ismeit, o158 €saip [17]. Valamennyien a G-fehérjék
Gq altipusan keresztil aktivéljak a foszfolipaz BLC), a foszfolipaz A2 (PLA2) és
foszfolipdz D jelatviteli Gtvonalakat [18]. A redepok emellett befolydsoljdk a MAPK
Utvonalakat is. Agonistaik a noradrenalin, fenilgfrmethoxamin, cirazolin, naphazolin és
xylometazolin. Antagonistaik kdziul a prazosin, atigin, doxazosin, phenoxybenzamin és
phentolamin a legjeleésebbek [19].

Az ap-adrenerg receptoroknak is harom altipusuk wag,oos €sazc. Valamennyien a G
fehérjéhez kapcsolédnak és a membrankoétott adenildz (AC) aktivithsat gatolva
csokkentik az intracellularis cCAMP szintet. A rettepk koézponti idegrendszerben sokfelé
megtalalhatoak, emellett zsirsejteken, valaminaszgointesztinélis traktus, és bizonyos erek
simaizmain is kimutathatéak. Agonistaik a noradlienalexmedetomidin, a medetomidin, a
romifidin, a clonidin és a xylazin. Antagonistabtiek kozo6tt a yohimbin, idazoxan ésm®z
receptorokat is gatlé phentolamin. A cirazolincrazeceptorok aktivalasa mellett gatoljaw®z
receptorokat [19, 20].



A B receptor izomerek, ellentétben az adrenerg receptorokkal, valamennyien G
fehérjéhez kapcsolédnak, és noveli a sejtek aderikbaz aktivitdsat, ezen keresztul az
intracellularis cCAMP szintet.

A B1 adrenerg receptort a 10. kromoszoman (10g24-2@)yelzked ARDB1 gén kddolja
(1. abra). A pB; receptorok a szervezetben valtozatos hatasokatekitewek. A vese
juxtaglomeruléris sejtjein fokozzak a reninelvatast, és a ghrelin elvalasztasat a gyomor
P/D1 sejtiein. A szivizmon aB; adrenerg receptor kimutathatd a szinuszcsomo,
atrioventrikularis csomé sejtjein, a Purkinje-rdgin, valamint a pitvari és kamrai
munkaizomrostokon is. Fiatal félti, egészséges human sziven a legfbldreptor (86%}1,
mig a fennmarad@ receptorok tulnyomorészt (mintegy 14%-b#$n)[21]. Ez a fiatalkori
B1/B. receptor arany szinte megegyezik a kutya szivegfigyelt p receptor-altipusok 85-
15%-0s edfordulasaval [22]. ldsebb korban #1/p, arany 1:1-re csokken, feltebeh ap;
downregulacidja miatt [23]. AB; adrenerg receptorok aktivalodasa a sziven pozitiv
trophatasokat kdzvetit, tobbek kozott pozitiv clotodp, dromotrép, inotrép, luzitrop és
bathmotrop hatdst. Agonistai az adrenalin, izopeoikd, dobutamin, denopamin és
xamoterol. Antagonistai kdzé tartoznak a gyogyszerkhasznalt 1. osztalyd antiaritmias
szerek. A klinikumban szelektiv és nem szelekthagonistait egyarant hasznaljak. Szelektiv
gatlészerei az atenolol, bisoprolol, betaxolol, apedlol, nebivolol, stb [19]. Kisérletes
korilmeények kdzott CGP-20712A-val is specifikuséokkolhato.

A B2 receptorok nagyfoku szerkezeti hasonldésagot makatn; receptorokkal [24]
(1. abra). A receptort az ARDB2 gén koddolja, metys5g31-32 locuson helyezkedik el.a
receptor szamos helyersfdrdul a szervezetben, legismerteb&f@idulasi helye a kilonbéz
elhelyezkedds simaizom-sejtek, ahol altalaban relaxaciot kozgetk, igy megtalalhatéak a
bronchusokban, erekben és Ureges szervekben gigérsimaizomsejteken, deddbrdulnak
majsejteken, nyalmirigysejteken és szivizomsejtakektivalodasuk a szivizomrostokon a
B1 receptorokhoz hasonléan pozitiv trophatdsokat KitzvA B, receptorok aktivalasa a
pitvarokban maximalis inotrop valaszt hoz létréaanrdkban azonban a maximalisnél kisebb
valaszt eredményez [25]. A receptorokat aktivalgcsony koncentracioju adrenalin, és a
kisérletekben gyakran hasznalt izoproterenol. Mgsigtait a klinikumban asthmaellenes és
tokolitikus gyodgyszerekként hasznaljak, ilyen paldasalbutamol, salmeterol, terbutalin és a
ritodrin. Szelektiv antagonistai az ICl 118,551aésutoxamin, de az 6sszes nemszelektiv Il.
osztalyu antiaritmids szer (propranolol, sotalaklolol) is gatolja [19].

A Bs-receptorokat az ARDB3 gén kddolja, ami a 8. krondosan (8p12) helyezkedik el. A

receptorok legismertebbdgbrdulasi helye a zsir és barnazsirszévet, szergpéakvtermelés
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BZ Extracellularis tér

Sejtmembran

Intracellularis tér

o HOOC- mm?
1. &bra: A humanp-adrenerg receptorok szerkezee3; adrenerg receptor szerkezé@ef3,
adrenerg receptor szerkezete. A hurfaadrenerg receptor 477, miga413 aminosavbol
all, az 4bran egy kor egy aminosavat jelol. Mindkéteptornal a C-termindlis vég az
extracellularis, mig az N-termindlis az intracdlig térben van. A hidroféb transzmembran
szegmenseket szamok jeldlik, a ligandkaseb kialakitasaban valamennyi transzmembran
szegmens szerepet jatszik. Az 11-3 az intracellénig az E1-3 az extracellularis hurkokat
jeléli. A G-protein aktivalasért az 13-as hurok, @ N-termindlis 7. transzmembran
szegmenshez kozeli része féklA fehérjek N-terminalis végén talalhatoak a Plea,ap-
adrenerg receptor kindzok foszforilaciés helyei.

A nagymértéll szerkezeti hasonlésag ellenére a két receptoromannsorrendje csak 54%-
ban egyezik meg. Tovabbi kulonbség a két recepbatk, hogy aB, adrenerg receptor
hasonl6 affinitdsd adrenalinra és noradrenalinfamigy af, receptor a noradrenalinhoz
képest mintegy 30-szor nagyobb affinitassal kétdznalint.

Taylor munkaja alapjan ndositva[3].

és a lipolizis fokozdsa. A receptorok valésig ebfordulnak neuronokon is, kézponti
idegrendszeri fiziologias szerepik még nem tisztd26]. A Bs receptorokat kimutattak az
epe- és a hugyholyag falaban, ahol relaxaldo hakigtvetitenek, valamint az agy
zsirszovetében és a szivizomsejteken is. Sziviztekea is kimutattak a jelenlétiiket, ahol a
szivelégtelenség miatti szivizom-atépulés folyatetédehetnek részt. A receptor funkcidja a
szivizmon nem tisztazott, egyes s#braz atépulés okaként, masok a kompenzatérikus, de
késsbb kimertb véddmechanizmuskeént latjak a szerepét [27]. A recegpecifikus agonistai
az amibegron, solabegron és nebivolol. Antagoms&R 59230A, ami azonbagntgatlassal

is rendelkezik.

A B-adrenerg receptorokra jellethaz Ugynevezett deszenzitizacio, mely soran valamza
agonista koncentracié mellett, 6\kl csokken a kivaltott valasz. A jelatviteli Utvadat
révidtavon gatolja a receptor és-fBhérjék interakciéjanak megakadalyozasa (uncagpli
hosszi tadvon pedig a receptorok downregulacidja. wroupling af receptorok
foszforilaciojaval torténik. Ezt két fehérje beféfplja, a protein kindz A (PKA), mely a
receptorok heteroldg deszenzitizaciojat okozzaa @sadrenerg receptor kinaz 1l-es tipusa

(BARK1 vagy GRK2), ami homolég deszenzitizaciot kdivi28].



A p-adrenerg receptorokhoz kapcsolodo jelatviteli Utvoalak

A B -adrenerg receptorok szivizomsejteken szamovitititvonalat aktivalnak, tobbek
kozott a cAMP/PKA atvonalat, a PLC/PKC utvonalaiiAPK, EPAC, és PI3K utvonalakat,
emellett befolyasoljak még a NO szintazokat, é&& szignalizaciot is [27].

Az intracellularis jelatviteli Utvonalak végskozos utja a fehérje-foszforilacio, illetve
defoszforilaciéd. Protein-kinazok Kkatalizaljdk a Zémilacios folyamatokat, a fehérjék
foszforilaltsagat kulonbdzfoszfatazok szintetik meg. A két enzimaktivitasddje hatarozza
meg a fehérjék foszforilaltsagat és ezen keresaftilk aktivitasat. A csatornafehérjek
foszforilaciojat meghatarozo legfontosabb utvonaalAMP/PKA atvonal, a PLC/PKC és az
EPAC atvonal.

A cAMP/PKA uUtvonal

A cAMP/PKA utvonal a Gés G fehérjékhez kapcsolt. A@odveli, mig a Gesokkenti az
adenilat ciklaz (AC) aktivitasat, és ezen keresatiilintracellularis cAMP koncentraciot (2.
abra).

Az adenilat-ciklaz enzimek aktivaciojukkor az ATBHTAMP-t allitanak eb. Az AC
enzimcsalddnak kilenc membranhoz horgonyzott, £9ggy szolubilis tagja (AC10) ismert
[30]. Az egyes enzimeket Bit10-ig terjed szamokkal kuldnbdztetik meg.

A G proteinek az adenilat-ciklaz membranhoz koétatmainak (AC1-9) aktivitasat
szabalyozzak mig szolubilis adenilat-ciklaz (AChikodéesét nem a G-fehérjék, hanem az
intracellularis pH-ra a bikarbonat koncentracidoafisan keresztil befolyasolja [31].

Egyes adeniladt ciklaz izoformdk (AC1, AC3, AC5, AGE AC9) aktivitasat az
intracellularis C& koncentracié valtozasa is befolyasolja, igy azntéti jelatviteli
utvonalakat a kalcium modulalhatja [32].

A szivizomban az AC 4, 5, 6 és 7-es izoformak esgmi®djat irtdk le. Kozuluk a
legnagyobb mennyiségben az 6tés és hatos izofoordulf eb szivizomsejteken. Az
expresszalddott AC izoformak mennyisége nem allaaddéeletkor élrehaladtaval az AC5
szintje névekszik, az AC6 szintje nem valtozik. dggkkor patoldgias kérilmények kozott is
valtozhat az izoformak aranya, pl. szivelégtelensagaz AC5 szintje valtozatlan marad, mig

az ACG6 expresszioja cstkken [33].



A cAMP-t a foszfodiészteraz (PDE) enzimek bontj&kNBP-vé. A két enzimcsalad tagjai
(aktivalt adenilat-ciklazok és a foszfodiészterdzekylttesen hatarozza meg a tényleges
CAMP szintet. A foszfodiészterdzoknak is szamosérelaktivitdst izoformgja létezik,
kozuluk a szivizomsejtekben a PDE1-4 forddl élzon tul, hogy mindegyik izoforma bontja
a cCAMP-t, a PDE1 emellett cGMP-t is bont. A fosZéstterazok specialis szubmembran
elhelyezkedését irtak le a szivizomban [34], ekaéftdben behatérolhatjdk a cAMP fiigg

jelatviteli utvonalakat.

ijoncsatorna
v

cAMP PKA

EPAC R RIIRII

\PDE / AKAP\

& Celproteln o

5’-AMP

\

2. abra Az adenilat-ciklaz utvonal. A sejtmembran 7-TMeptorai IigandkbtésUkkorSG
fehérjéken keresztil aktivaljak az adenilat cik@«t), ami néveli a sejt CAMP szintjét. A
CAMP kozvetlen ioncsatorna hatasai mellett aktevédj protein kinaz A-t (PKA), és
hozzajarul az EPAC utvonal aktivaldsahoz. A PKA rheinkotoétt formaban, vagy
AKAP proteinek segitségével a célmolekulahoz asaltan talalhatd, igy tudja
specifikusan foszforilalni az egyes fehérjéket. MMP elbomlasat a foszfodiészterazok
(PDE) biztositjak.

A cAMP aktivélja a protein kindz A enzimeket, amelyszadmos sejtfolyamatban, igy
tobbek kozo6tt a sejtanyagcserében, génatirasksajtciklus és az apoptdzis szabalyozasaban
is részt vesznek. Az inaktiv PKA enzimnek két ktkals (C) alegységhl, €s a hozzajuk
kapcsolt két regulatérikus (R) alegysébhll. A katalitikus fehérjeknek harom izoformaja
(Ca, Cp €s @), a regulatorikus alegységeknek pedig négy izo&gan(Rb, RIS, Rlla és RIP)
ismert. Az R-alegységek homo- vagy heterodimerptalik, két-két cAMP k@t helyet
tartalmaznak, amelyek kooperalva kotik a cAMP-t.MIA kotésekor az R-alegységek

levadlnak a C-alegységelty igy a szabadda valé katalitikus alegységek dagaalol
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felszabadulnak. A PKA enzimnek két tipusat kulonbtjizk meg, a PKA1 RI, mig a PKA2-t
RIl regulatorikus alegységeket alkotjak.

A PKAl féként citoplazmatikus enzim, mig a PKA2 kulonbosejtorganellumok
membranjahoz kihorgonyozva talalhatd. A PKA2 memboz kotéséért az AKAP fehérjék
felelosek. Ezek a horgonyzo6 fehérjék lokalizaljak az enaiikodését, és biztositjak a PKA2
enzim célspecificitdsat. A kihorgonyzott PKA felédrjugyanis csak a kodzelikben dév
fehérjék niikodését képesek befolydsolni, koztik a feszilt&égsfioncsatornakét is [35]. A
PKA emellett foszforilalja &, receptort [36], az SR membran ryanodinreceptdR¥R>)
[37], a foszfolambant (PLB) [38], a troponin |- @ miozinkdd protein C-t is [39]. A PKA
medialt foszforilacié rendszerint stimulélja a fgék mikodését, igy a RYRoszforilacidja
noveli a csatorna aktivitdasat. A PLB — ami a szaridoplazmatikus retikulum EaATP-4z
(SERCA2a) egyik legfontosabb regulatora - foszémihja az altala fenntartott gatlas
felfliggesztése révén noveli a SR kalcium-pumpavis&sat [25]. A foszforilacio hatasai
nemcsak aktivaldak, hanem gatldéak is lehetnek,piggdaul ap, receptor foszforilacidja a
receptor G-fehérje kotését csokkenti, édsegiti a receptor internalizaciojat is. A K4,

K\4.2 és K4.3 csatornafehérjek foszforilacidjakor pedig gailam csdkken [40].

A PLC/PKC utvonal

Bizonyos 7-TM receptorok, mint példaul at adrenerg receptor, és az 1-es, 3-as tipusu
muszkarinos receptorok Gq fehérjéhez kapcsoltadn &eresztil aktivaljak a foszfolipaz C-t
(PLC).

Az aktivalt PLC a membran foszfionozitol-biszfodzf@®IPR,) tartalmat inozitol-1,3,5-
trifoszfatta (IR) és diacil-glicerolla (DAG) bontja. Az §Pa DAG-gal egyutt aktivélja a sejt
egyes protein kindz C (PKC) enzimeit, emellett nicaz intracellularis kalcium koncentracioét
is. Szivizomsejtekben az igy felszabaditott kalcianerepe elhanyagolhaté a kontrakcio
kivaltdsaban, azonban szamos sejtfunkcio szab&@gbaa szerepel, ezen kivil szikséges az
an. klasszikus PKC izoformék aktivadlasahoz is. Atein kinaz C enzimek szerin/treonin
kindzok. Eddig 12 PKC izoenzimet irtak le [41]. I[dély PKC izoforma aktivalasdban az IP
is részt vehet, egyf@l direkt modon, masrészt indirekt Uton, a kalciuranéentracio
novelésén keresztil. A DAG lipofil molekula, a ssimbranhoz kotott PKC fehérjéket
aktivalja.
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A PKC izoenzimek kulénbdg alcsaladokba sorolhatéak [41]. Az &lalcsaladba az an.
klasszikus protein kinaz C (cPKC) altipusok taredzn Ko6zos tulajdonsaguk, hogy
mitkodésiik CH, foszfolipid, és DAG/forbolészter fii§g42]. Ebbe a csaladba tartoznak a
PKCa, PKCpBI, PKCBII (melyek splice variansok) és PIK@nzimek. A novel alcsaladba
(nPKC) tartozo izoenzimekb hianyzik a C2 kalciumk@ domén, aktivalasukhoz a kalcium
nem szikséges, csak DAG és foszfolipidek. Ide g PKG, PKC:, PKCy és PK@
tipusokat.

A harmadik, atipusos PKC alcsalad aktivacidja jgleen elté$, nem aktivalhatoak sem
diacil-glicerollal, sem kalciummal. §P[43], foszfatidil-szerin [44] és angiotenzin |l }
képesoket aktivalni. Kozéjuk tartozik a PKIG és a PKC.

Létezik egy negyedik PKC alcsalad is, melynek tagiasPKC ésuPKC. A vPKC
izoformat szamos szOvetben, igy szivizomszovettserkimutattak. Ubiquitinaltsaga és
felépitése alapjan alapvethaztartasi” funkciojat feltételezik [46].

Az aktivalt PKC enzimek szamos fehérje foszforitg@ia képesek, ezen keresztll
befolyasoljak a sejtndvekedést, az idegsejtek @lgetiségét és az immunfolyamatokat.
Aktivaciojuk simaizom kontrakciohoz és kulonlééezekretoros sejteken szekréciéfokozashoz
(nyal, kdnny) vezet.

A szivizomsejtek PKC izoenzim Osszetétele faj- ésfliggd. Expresszidjukat, illetve
aktivitdsukat a szivizmot &rkarosodasok is modositjdk. A vizsgalatok eredmiégyakran
ellentmondanak egymasnak, human sziven a klassPiK@s, a novels, ¢, 0 és az atipusas
esA formakat talaltdk meg. Emellett kulonlgokorfolyamatokban megjelenik a PIRGs [47].

A legtdbb szivizom-prepardtumban a RK@ legnagyobb mennyiségben megtalalhato
izoforma. Fizolbégias szerepe a kontraktilitas shaizsaban lehet [48]. Expresszidja, illetve
aktivitasa megnovekszik hipertrofias, szivelégtelewagy a szivizomzatot Kkarosito
modellekben [41, 49].

A PKCp valészitileg nem taldlhatd meg egészséges human miocitékdbahazonban
végstadiumu szivelégtelenségben, és kontrollalatiabeteszben is kimutathatd [49, 50]. A
PKCs szerepét feltételezik a reperfuziés karosodas addazan, specifikus blokkolasa
koronaria-intervencié soran azonban nem valtotta bezzaizott reményeket [51].

A PKCe szerepét szintén az iszkémiat kédvetperfaziohoz koétik, a PK&val ellentétben
védbhatasa lehet a reperfuzids karosodassal szembkgn [52

A ¢ forma szintén megjelenik embriondlis szivizomddjen, de nem zarhat6 ki a PKC

val tértérd keresztreakcioja [53].
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Emellett a PK@-t kimutattdk tenyésztett embrionalis kamrai szwviisejtekben, és

kifejlett nyul, valamint patkany szivizom lizatunab[47].

Az EPAC utvonal

A cAMP nemcsak a protein kinaz A enzimeket, hanemelkett egyéb fehérjéket is képes
aktivalni, ilyen fehérje példaul az EPAC [54]. APEC, vagy Exchange Protein directly
Elsdsorban membranhoz asszocialtak, d&oetlulnak a mikrotubulusok kdzelében is. Két
tipusuk ismert, az EPAC1 és EPAC2. A két forma expresszggittipustol fiigg, a
szivizombandként az EPAC1 fordul 8I[55].

Az EPAC fehérjék két cAMP kéhellyel rendelkeznek, egy nagy affinitasu cAMP
kotéhely mellett egy kis affinitasu kételylk is van. Ez a kis affinitdsu, masodlagos cAMP
koté domén valdszileg a PKA aktivacioban jatszik szerepet [56].

A fehérjék fontos funkcidja az R-Ras és a Rapl/Rha#omer G proteinek aktivacidja,
ezen keresztil szerepik van az integrineikkddésében, a sejtpolaritas kialakitasaban, a
sejtadhézidban, a migracioban, és a sejt alakjamegvaltoztatdsaban. A Rapl-en keresztil
aktivalhatjak a PKC-t is [57]. Az EPAC fehérjék dhatt kdzvetlenll aktivaljak a SERCA
pumpét és a RyR, ezaltal modulalhatjdk az excitacios-kontrakciepcsolatot és az

intracellularis kalcium homeosztazist is [58].

Az akcios potencial létrehozasaban résztvéuonaramok

A kamrai szivizomsejtek akcids potenciéljat (AP&areps ionaram egyulttesen alakitja ki
(3. abra) [59]. Ezek az ionaramok az akcios potdnidilonbos fazisaiban aktivalodnak, és
kilonb6s hatassal birnak annak lefutasara.

A kamraizomsejtek elektromos tevékenységét ot fazisztjuk (3. dbra). A nem ingerelt
kamrai szivizomsejtekre jelleiza nagy nyugalmi K konduktancia, amiért a befelé
egyeniranyité kaliumcsatornak{) felelosek.

Az akcios potencial nulladik fazisa alattéid és fesziltségfigggyors Nd csatornak
aktivalédnak, sokszorosara novelve a nyugalombacsahy N& konduktanciat. A Na

ionokra jelents elektrokémiai hajtéérhat, ezaltal a csatorna nyitasa jetesrvefelé iranyuld
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aramot eredményez, igy a membranpotencial értéa agyensulyi potencialja felé mozdul
el, aminek kovetkeztében a sejtmembran depoladiddléz alkotja az AP felszallb szérat. A
gyors N& csatorndk a depolarizacié hatdsara gyorsan irddétimak, az ismételt

ingerelhebséget - a kiindulasi zart allapotukat - csak a nr@mlvepolarizacioja soran érik el

gjra.
1
2
Membranpotencial 0
3
4
lonaramok |y,
_r________._.
|Ca,L ,.._.r___
ICa,T ‘—-—'-
Inex, N e
Itol L_
lto2 — —
lks e — .
P I
Ikur —— .
I — .
lk1 ——— I

3. abra: A kamrai szivizomsejtek akcidés potencialjanak sarziés az ezeket létrehozo
ionaramok. Az AP mellett feltlintetett arab szamakA® egyes fazisait jelolik. Varré és
munkatarsai munkdja alapjan modositva [2].

A gyors Nd csatorndk altal okozott depolarizacido kovetkeztélézonyos aramokért
felelés ioncsatorndk aktivalodnak, mig masok inaktivalddrA nyugalmi membranpotencial
fenntartasaért felés nagy K konduktancia (befelé egyeniranyitd Ksatornak) lecsokken a

befelé tortét egyeniranyitas miatt, ez megakadalyozza repolérlz@tasi K aram létrejottét
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a nulladik fazis alatt. Az akcids potencial felsaazarat kovet korai, gyors repolarizaciot a
Na'-csatorndk gyors inaktivacioja és a depolarizacaktivalodo korai, kifelé iranyuld aram
(“transient outward currefit ;) megjelenése teszi leldgt. Ez a repolarizalé hatasu aram a
felelos az akciés potencial 1. fazisanak a kialakitasésety egy gyors, rovid ideig tartd és
csak részleges repolarizacio.

A Na' -csatornék Altal kivaltott depolarizacio tartosrféllasa aktivalja a hosszu ideig
nyitva tartd (long lasting, lca)) fesziltségfiigg kalciumcsatorndkat. Ez a depolarizalo
hatasu aram a membranpotencialt ismét pozitivabiylra mozditja (az AP plat6 fazisa). A
platé fazis alatt nincsen jeléisebb mérték repolarizacio azd gyors inaktivalodasa és a
kulonbod repolarizald K csatornak lassu aktivacioja miatt (2. fazis).

Az AP harmadik fazisdban keiik meg a repolarizaciés folyamat, amely az AP eeliy
fazisara visszadllitia a membranpotencial nyugarékét. A repolarizacidbban szamos aram
vesz részt. A repolarizacio kezdetén a feszultgggfikalciumcsatornakon keresztul atfolyo
aram (k) inaktivacidja mellett a kés egyeniranyité K aram (delayed rectifief, 1x) gyors
(Ikr) és lassu (k) komponenseinek egyre nagyobb méitéktivalédasa figyelhétmeg. Az
ionaramok egyensulya lassan a repolarizalo aramlektbldédik. Az alacsony elektrokémiai
hajtée miatt a repolarizaci6 végére a kiésK'-aram jelenisen lecsokken, igy a
repolarizacié befejezésében adidgaliumaramok szerepe az Imellett nem jeleris [60].

A negyedik fazis (elektromos diasztole) sordn azragmodalis (automacidval nem
rendelked) szivizomsejtek — igy a kamrai munkaizomsejtek —enmbranpotencialja a
nyugalmi értéken marad egy Gjabb AP kivaltasaigaelyyedik fazist meghataroz6 nagy K

konduktancia () felelés a nyugalmi membranpotencial fenntartasaért.
A kamrai akcios potencialok morfolégiaja; regionals kilonbségek

A kamrai szivizomzatot harom rétegre oszthatjulkegyes régidkban megfigyelléeAP
morfolégia szempontjabdl, igy megkulonboztethetiépikardialis, endokardidlis és a Kett
kozott elhelyezkedl midmiokardialis régiot [59]. A kamra izomzata aban nem haromféle
sejtbl vagy harom élesen elkilordilsejtrétegbl épul fel; a koztik ley atmenetek
folyamatosak.

“ s

elsy fazis repolarizacié, ezutan kovetkezik a plat&fazmely a nulladik fazisnél lassabb

depolarizacioval éri el a maximalis membranpotdréitekét. A midmiokardialis vagy M-

sejteken kisebb a korai repolarizacio (1. fazisytéke, mint az epikardialis sejteken, az
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Membranpotencial (mV)

40 |

-80 |

endokardialis sejteken pedig minimalis. Az akciogepcialok idtartama is eltéra kamrafal
kulonbo® rétegeildl szarmazd sejtek kozott. A midmiokardialis sejalcios potencialja a
leghosszabb, az epikardialis sejteké viszont ro&idranszmuralis kilénbségeket okozhatja
az |, elté denzitasa [61], vagy a kalciumcsatornak ujboli melgisa is epikardialis sejteken
[62]. A K\4.3 csatorna expresszidja, igy az dmplitudoja is nagyobb epikardialis, mint
midmiokardidlis sejteken [63]. A transzmurdlis Athémogenitas mellett egy apiko-bazalis
inhomogenitas is megfigyeltietA szivcsucs felé és un. apikalis szivizomteriletek akcids
potencialja révidebb, mint az annulus fibrosus fed& Un. ,bazis” részen. Ezt a kilonkitz

kaliumaramok eltér aranya okozhatja [64].

40 | -40 |

Membranpotencidl (mV)
Membrdnpotencial {mV)

-80 1 -80 |

0 100 200 300 () 1 E)O 2(I)0 3I00

) 0 100 200 300
1dé (ms) 1d8 (ms)

Id6 (ms)

4. abra: Epikardidlis A), midmiokardidlis B) és endokardialisQ) eredei szivizomsejtek
akcios potencial morfologidja. Az epi- és midmiakalis sejtekre jellemz az AP an. $pike
and domémorfologidja.

Akcios potencidlok morfologiajanak valtozasa p-adrenerg stimulacio
hatasara

Annak ellenére, hogy tankdnyvi adat az izoprotereokozta B-adrenerg aktivacio
szivizomra kifejtett hatasa, ez a hatas nemo&elltisztazott. Az AP adrenerg stimulaciéra
bekovetke# valtozasa jelelds speciesfiggést mutgt-adrenerg stimulacié hatasara az AP
idétartama megh patkany [10], sertés [9], és tengerimalac [4] prapumokon, mig rovidil
nyul [5], macska [12], human [13], valamint kuty®] pejteken. Emellett az altalunk vizsgalt
kutya kamrai szivizomsejteken megfigyethatplatopotencidlok névekedése is.

A B-adrenerg hatasra bekdvetke&P rovidulést alidézd ionaramok még nem teljesen

tisztazottak, és a valtozasokékli, egymashoz viszonyitott kinetikaja sem ismenint
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ahogyan az adrenerg stimulacié epi-, illetve enditiklis AP-morfologiat modositdo hatasa
sem. Ismereteink annak ellenére hidnyosak, hogwrdidogiai alapkutatdsban a kamrai
szivizomsejtek repolarizacidjanak és az abban petratszd aramok tulajdonsagainak és
befolyasolhatosaganak vizsgalata kiemelt jéleddi, hiszen barmilyen szer, ami a kamrai
szivizomsejtek repolarizaciojat gatolja, megnyug@a AP hosszat, és emiatt un. long QT
(LQT) szindroma kialakulasahoz vezethet [65]. En@naz akcios potencial ddartaméanak
egyes kamrai terlletek kozotti eltérései reentiyradkra hajlamositanak.

Feszultségfligd ionaramok és —csatornak a szivizomsejteken

Feszultségflgg kalciumaramok a szivizomsejteken

Szivizomsejteken a fesziltségfibggalciumaram két tipusat mutattak ki, az L-tipulgs ()
és a T-tipusu &, 1) kalciumaramot.

A T-tipust kalciumaramot alacsony feszUlisé¢50 mV-ig tortéw) depolarizacid
aktivalja, az aram aktivaciéja és inaktivacioja gyors kinetikaja [66]. A T-tipusu
kalciumaram megtalalhato pitvari sejteken, és aeriiletvezetésert fetid széveteken, de
meég nem irtak le egészséges deirkamrai munkaizomsejteken, viszont ag 1 megjelenik
kronikus hipertenziv allatmodell kamrai sejtjeirgltételezhdten ebfordul hipertrofizalt
humén kamrai miocitdkon is [67].

Az L-tipusu kalciumcsatorndk nagyobb méttéklepolarizacié esetén aktivadlodnak,
megnyilasuk feszultségfugges keésleltetett, a csatorn@kiddés szabalyozasaban jarulékos
fehérjék is részt vesznek. Az L-tipusu kalciumaeasziv valamennyi tertletén megtalalhato.
[68]. A csatornak depolarizaciora toréémegnyilasa jelefisen lassabb a fesziltségfigg
Na'-csatornakénal, emiatt az aram csak minimalis pe¢ratszik az AP felszallé szaranak
kialakitdséban. A csatornak lassu aktivacidja mia@&* -bearamlas csak a platé alatt lesz
jelentbs. A bearamld kalciumionok a szarkoplazmatikuskodtimbol kalcium indukalt
kalciumfelszabadulas soran tovabb novelik a kaltianziens amplitadojat [69].

Az L-tipusu kalciumcsatornadk heteropentamer fekérggy S4 szupercsaladba tartozé
porusformald, 220 kDa tomeg; fehérje mellett jarulékos,, B, y €sd alegységekdl allnak
[1] (5. &bra).
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5. abra: Az L-tipusu kalciumcsatornak felépitése. A heterdpmer csatorna porusformalé
al alegységéhez egy intracellulaisegy transzmembranéss alegység csatlakozik, a2
alegység extracellularisan helyezkedik el. Catteed munkatarsai munkaja alapjan
modositva. [1]

Az o, alegységet szerkezete alapjan négy csaladba tskilezek a CA, Cg2, Ca3 és
Ca4. Nehany csaladba tbbb izoforma tartozik, igy péld Cal alcsaladnak négy tagja van
(Cal.1-6l 1.4-ig). Az altaluk kodoltay alegységek képezik a feszlltségfigd-tipusu
kalciumcsatornakat [70] (6. &bra). Az L-tipusu kahecsatorndk kozos tulajdonsaga a
dihidropiridin-szarmazékokkal szembeni szelektxe&enység. Human szivizmon a/C&-
es csatorna talalhaté meg, melyet a 12p13.33 loousdalhaté CACNALC gén kodol [70].
Ugyanezen gén altal kodolt splice-variansok kimhatdak vaszkularis simaizomsejteken, és
kozponti idegrendszeri neuronokon is [71].

Cavl .1 (C[18)
Cay1.2 (a4¢) . ,
Cayl.3 (ayp) L-tipusu
Cayl1.4 (aq)

Ca2.1 (ay,) P/Q
4{E Ca.2.2 (cia) N
- Cav2.3 (U1E)

omed R-tipusu
apd. | (ayg
T Ca3.2 (a1 } T-tipusu

Ca3.3 (ay)

L 1 1 J

20 410 60 80 100
CLUSTAL szerinti egyezés, %

6. abra: A fesziltségfiigg kalciumcsatornakil alegységeinek szekvencia-homolégiaja.
Az abra csak aal alegysegek membranon athaladé szegmenseineksasaanaformalé
huroknak az aminosav-sorrendjét (~350 aminosav)oriidg Ossze, ez alapjan 3
alcsaladba (G4, Ca2 és C@) oszthatéak be az alfa-alegységek. Kozlluk @l Ca
alcsaladba tartoznak az L-tipusu kalciumcsatornék.
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A kalciumionok azay alegység altal Iétrehozott péruson |épnek be thesegzt a fehérjét
négy repetitiv transzmembran domén alkotja. Mindemén hat hidroféb szegmegsiall
(S1-S6), a 4-es szegmens fesziltségszenzorkéntidundk [72]. Az 6tds és hatos szegmens
kozotti nagymértékben konzervativ hurokban tal@lhaégy, egymashoz kozel talalhato
negativ toltés glutamat oldallanc (EEEE) fetid a porus kalcium-szelektivitdsaért [73]. Csak
kevés tipusu bivalens kation (kalcium, stronciurarilom) képes atlépni a csatornan,’Gd
Co?*, Mn** és a harom vegyértékia® is gatolja az L-tipust kalciumaramot [1, 72]. A
bivalens kationok a kornyéz térkol torténs eltavolitasa utan a kalciumcsatornak
nagymértékben permeabilissa valnak monovalens raltira. Azonban mindaddig, amig
legalabb egy C&-ion a csatorndban kétve van, megakadalyozza avegyérték kationok
belépését a csatorna porusaba. Az $zervetlen gatldészerei és a kalciumionok valdgem
k6zos kobhelyekkel rendelkeznek [74], egy vagy két ilyendkily a pdrus szelektivitasi
filterében van (EEEE szekvencia). A gatlds a gatld porusba kdtdése utani lassu
disszociacio eredménye, amellyel igy a permealli®ok ebl elzarjak a csatorna lumenét
[72].

A B alegységek intracellularis proteinek, négy altipusismert p1-p4). Ket,
nagymértékben konzervativ régioval rendelkeznekelgek kapcsolédnak a csatorna
alegységéhez. A fehérjék konzervativ régidéi mellett megtaldlhatova&riabilis domén
hatarozza meg @ fehérje altipusat, és hatasata lamlitidodjara, id- és feszultségfliggéseére
[75].

Az extracellularisan elhelyezkédo, és a transzmembrah fehérjek diszulfidhidakon
keresztll kapcsolodnak egymashoz; a porusformalgségpez tortéh asszociaciojuk
megvaltoztatja a kapuzasi kinetikat, és megnovelammamplitidokat [76]. Emellett az
fehérje javitja a fehérjekomplex membranba tdrtéhelyezdését [77].

A Cal.2-es csatorndk depolarizéciora aktivalédnak, antqeo félaktivacios
feszlltségértékek fliggenek az extracellularis kalkioncentraciotol, és a csatorna jarulékos
fehérjéitl. [1] Szivizomsejteken a félaktivald feszultségikbelul -15mV [78]. A csatornak
inaktivacioja feszultség- és kalciumfifgtplyamat [68, 79]. Az aram inaktivacioja fiziolGs
korilmények kozoétt 100 ms alatt megtorténik [68]. kAlciumfugg inaktivacid soran a
csatornan belép illetve az SR-8I felszabadul6 kalciumionok egy részét megkoétilsatoerna
a; alegységének C-termindlisdhoz kotott kalmodulirekolak. A kalcium-kalmodulin
komplex a csatorna inaktivaciéjat okozza [80]. Aatosna fesziltségflgginaktivacioja

onmagaban nagyon lassa>%00ms), ez azonban csak a fiziologiastol élté&fsérleti
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elrendezéssel, pl. extracellularisan alkalmazottiunéionok mellett érhét el [72]. A
fiziologias korlilmények kozotti inaktivacio befobdlja az AP alakjat, iitartamat, és a
repolarizacié lefolyaséat is. Azd, denzitasaban és kinetikai jelleéilzen nincsen regionalis
kulonbség, ami a létrehozo6 csatornak hasonlé figlegt valosziisiti [68].

Az lca gatolhatd kilénbdz szervetlen kationokkal, a csatornakikiiddése azonban
befolyasolhatd szerves molekuldkkal is, ilyenek dilokb6d dihidropiridinek,
benzothiazepinek és fenilalkilaminok is. Ez utokbjalents része klinikailag is hasznalt
kalciumcsatorna-blokkolo.

A kalciumcsatorna-gatlok feltételezeh harom kulonallo, de allosztérikusan kapcsolt
helyhez kéédnek. A fenilalkilaminok intracellularis porusblogddok, melyek feltételezhéen
a citoplazmatikus oldal fél Iépnek be a pérusba, és elzarjdk azt. Klinikaalgylatban
elsssorban a verapamilt és a gallopamilt hasznaljakikidkz Receptoruk a harmas és négyes
domén S6 szegmensein megtalalhatd aminosav-manamk;dmasonloan helyi érzésteldikit
Na' -csatornakon talalhaté receptorhelyéhez [81, B2}erapamil a Cgl.2-es ioncsatornak
vaszkularis és kardialis tipusa kozott kevesséekiz| terapias koncentracibban mindéett
gatolja. A sziven negativ kronotop, dromotrop éstrisp hatasu, az eérrendszerdilef
arterialis vazodilataciot okoz. Hasznalhaté verngeosokkerdiként, a negativ trophatasok
miatt nem okoz tachycardiat. Csokkenti a miokardiorigénigényét, ezért hasznalhat6
antianginas szerként is. Bizonyos tipusu aritmigk, paroxizmdlis szupraventrikularis
tachycardia és pitvarfibrillacio esetén indikaliasznalata.

A dihidropiridinek egyarant lehetnekcal. aktivalé, vagy gatldészerek is; emiatt
feltételezheten nem a porus blokkolasan keresztil hatnak, hanesatornat alloszterikusan
modositjak, igy a csatorna nagyobb valdézéggel lesz nyitott, vagy zart allapotban.
Receptorhelyilk a harmas domén S5 és S6, valaminégyes domén S6 szegmensén
talalhato, részben atfed a fenilalkilaminok dilyével. Aktivalo dihidropiridin példaul a Bay
K8644, mig a gatléoszerek kozé tartozik pl. a klalikg is haszndlt nifedipin, nizoldipin,
nitrendipin, amlodipin, felodipin. A legtobb Klinddag hasznalt dihidropiridin igen szelektiv
a vaszkularis kalciumcsatornakra, terapias konéerdtpan a szivizom kalciumcsatornait alig
befolyasoljak. Széles korben hasznalt vérnyomasesiikk, azonban ndvelhetik a
szivfrekvenciat is, ezért altalaban kombinalt te&ban hasznaljaéket.

A benzothiazepinek kézil a klinikkumban csak a aiémet hasznaljdk. A diltiazem az
alegységen egy harmadik helyhez &ik, amely azonban nagymértékben atfed a
fenilalkilamin kdthellyel [1]. A verapamilhoz hasonldéan kevéssé stblea vaszkularis

kalciumcsatornakra, és indikaciéi is hasonloak BozAasznalhatd antianginas szerként,
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vérnyomascsokkedkent és bizonyos szupraventrikularis tachycardibkaatiaritmias
indikacioban is.

Az adrenerg stimulacio széleskdnatassal bir a szivizom L-tipusu kalciumcsatomd
kalciumcsatornakB-adrenerg modulaciojat irtdk le éhek, azdta is az egyik legtobbet
tanulmanyozott jelatviteli ttvonal.

EmIlos, illetve kétéli szivizomrostokon ap-adrenerg stimuldci6 megndveli a
kalciumaramot [83] a CAMP (tvonalon aktivalt protéiindz A (PKA) segitségével, mely
tobb, a kalciumhomeosztazisban résztévimhérjét foszforilal, és tikddésiket befolyasolja
[25]. Igy a C@l.2 csatornaa-alegységének C-terminalis részén megtalalhato -5828
pozicioju szerint is foszforilalja. A foszforilacibveli a csatorna nyitvatartasi valosidégét
€s a megnyilasok étartaméat. Ap-adrenerg stimulus valéstileg nem noveli meg a sejt
felszinén led kalciumcsatornak szamat, bar béka miocitdkon egn funkcionalis,
depolarizaciora aktivalodé csatornak mennyiségeneknoka feltételezhéén nem ()
csatornak membranba tortekihelyezddése, hanem korabban inaktiv csatornak kapuzasanak
megvaltoztatdsa [84]. Bar a cCAMP-PKA (tvonal noveti L-tipusu kalciumaramot az-
alegység foszforilalasan keresztil, ennek mértg&geesszids rendszerben 35% [85], szemben
az izolalt sejtekben megfigyelt 2-4 szeres ampfitdidvekedéssel [84]. Ennek egyik oka lehet
a kulonbosd, PKA-t kihorgonyzo fehérjék (AKAP;A-kinase anchor prote)nkézil a
szivizomzatban kimutatott AKAP-15/18 foszforilald86], mely koexpresszids rendszerben
novelte az aram amplitadojat [87]. Emelletp alegységek PKA utvonal altali foszforilalasa
is tobb, mint kétszeregd, amplitidéfokozast okoz [88].

A protein kindz C aktivacio hatasa bifazisos azigusu kalciumaramra, egy atmeneti
ndvekedést hosszantartd csokkenés kovet [89]. rtadegység N-termindlisanak kdzelében
levé 2 treonin-maradvany foszforilacidja kdzvetiti, ansak a szivizomban expresszaldédo

izoformanal talalhaté meg [84].

Feszultségfligd kaliumcsatornak

A fesziltségfiigh K csatornakat alfa-alegységik alapjan tobb csalésthatjuk: K1
(Shaker), K2 (Shab), kK3 (Shaw), K4 (Shal), K5-9 (eag csalad, eag, elk és erg alcsaladdal)
és a KLQT1l csaldd. Szivizomsejtekben a kaliumcsatornakikda fesziltségfidg
kaliumcsatornak és a rajtuk atfoly@, Ik, valamint az ¢ kilénbdz komponensei a

legfontosabbak a kamrai szivizomsejtek akciés mid¢janak kialakitasaban [90]. Az akcids
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potencial idtartamanak meghatarozasaban ,akdmponensei birnak jeleigt szereppel. Az
lo akcids potencial istartamara kifejtett hatasa jelenleg is vita targya.lc; -40 mV —nal
pozitivabb membranpotencidlokon deaktivalodik, igyzerepe csak a termindlis
repolarizaciéban, és a nyugalmi membranpotencnitéetasaban van.

Az li, és k aramokat létrehozo csatornaknak szamos kozoststélis és funkcionalis
tulajdonsaguk van, valamennyien az un. hat transwmén (6-TM) egységekb felépil
csoportba tartoznak. Ezek a csatornak négy pomsior @) alegységbl, és egy, vagy tébb
jarulékos ) alegységbl allnak. A p alegységek funkcidja rendszerint a csatorna
modulacidja. Azo alegységek hozzak létre a porust, amelyen kedeazkaliumionok at
tudnak Iépni az elektrokémiai gradiensnek megbelel Tartalmazzak a szelektivitasi filtert,
mely biztositja a K-szelektivitast, a fesziltségszenzort, és a kaguzéslebs struktirakat,
ami a nyitott és a zart konformacio kozoétt kapcga. o alegységek hat transzmembran
szegmenst tartalmaznak, a C-és az N-terminalisaktracellularisan helyezkednek el. Négy
a alegység Osszeszeidbse szikséges egy funkcionalis csatorna létrefloaas A
porusformald régio az S5 és S6 szegmensek koadttikh(P-régid), ez a felés a porus
formalasaert és az ionszelektivitdsért. Ennek adonéff az aminosav-szekvenciaja @ K
csatornaknal nagymértékben konzervativ, az ittlHaté treonin-x-glicin-tirozin-glicin
(TXxGYG) szekvencia lehet felid a K'-szelektivitasért. Az S4 szegmens pozitiv toltésekk
rendelkezik, §ként ez a régio felés a kapuzas fesziltségfliggéséért. Depolarizacis et a
csatornak megnyilnak, majd inaktiv allapotba kexkilmAz inaktivacionak kétoftipusa van,
az N- és a C-tipusu inaktivacié. Az N-tipusu ine&tié rendszerint gyors, és a poérus
intracellularis sz4jadékat zérja ebg)l and chaifi mechanizmussal, az N-terminélison
megtalalhaté rovid szegmens pérushozé@ésével. A C-tipusu inaktivacio a porus Kils
szajadékat zarja el a poérus koruli strukturak a@egfdésével. Ez az utobbi, C-tipusu

“ sz

befolyasolhato. [91]

Tranziens kifelé iranyulé aram )

Az |, depolarizacié hatasara aktivalodo rovid ideig dolgepolarizald hatasu aram (innen
kapta a nevét;transient outward currefit I, azaz atmeneti kifelé iranyulé aram). Azd

sziv valamennyi tertletén megtalalhatd, a nodajieken is [91].

22



A tranziens kifelé iranyul6 aram két komponensdbkiidztetjik meg. Az (vagy lo1)
kalciumtol fuggetlen kdliumaram [92], ami nagy kentracioju (1-5 mM) 4-aminopyridinnel
gatolhat6. A masik aramkomponens egy kalciumdlgtpridaram, egy szintén rovid ideig
fennalld, repolarizalo hatasu aram, melyet ezgrhek is neveznek [93].

Az egyes fajok kozott eltérések vannak g létrehoz6 aramokban, a kaliumaram alkotta
lor @ legtébb fajban kimutathatdé [94], mig ag. lhumén szivizmon hiadnyzik [95],
tengerimalacokban pedig egyik aramkomponens serathatd ki [96].

Az aram kinetik4ja alapjan a tranziens kifelé indlidykaliumaramnak (a tovabbiakbag) |
is két komponensét kulonboztetjik meg, egy gyasd €és egy lassu (L) komponenst.

Az | aramot a KCND2 gén altal kédolt, K2, és a KCND3 gén altal kédolt, &3
ioncsatornak hozzak létre, agErt a K/1.4 felebs.

Kilénboz fajokban eltérhet az egyes csatornafehérjék seghepnan szivizomrostokon a
legnagyobb szerep a 4&3-as ioncsatornaknak jut [97], amelyek homo-, yag
heteromultimereket alkothatnak 42 csatornakkal [98]. Kutyakon a &2 nem fejeé&dik
ki, mig rAdgcsélok szivizman a4 2 ebfordulasa jellemé& [64].

A kulonb6z tipusu K4 csatornafehériek KChIP (Kchannel interacting proteins
alegységekkel asszocialodhatnak. Human szivizménda2 és a k4.3 is asszocialoédik a
KChIP1 és a KChiP4a alegységekkel [99]. A KChIP1 dositd hatdsa mindkét
csatornafehérjén hasonlo; ndveli az &ram denzjtkéélelteti az inaktivaciot, és gyorsitja az
inaktivaciobol vald visszatérést, valamint a steatffe inaktivacio fesziltségfliggését is
pozitivabb membranpotencialok felé valtoztatja [98]JKChIP4a megszinteti a, &3 gyors
inaktivacidjat [100].

Az |t depolarizaci6 hatasara gyorsan aktivalodik, a dstestate aktivacio
feszlltségfliggése — mint az aram tobbi biofizikd@jdonsaga is — fajonként kissé ebtéa
teljes csatornapopulacio felét aktivalo feszilts&gek -10 és +20 mV kozottiek [101]. Az |
egy ioncsatorndra vonatkozo konduktanciaértéke QL@S kozotti [102]. Az inaktivacid
idéallandoi 25-75 ms kozottiek, feszultsé@gtliggetlenek. A csatornak inaktivaciobol valo
visszatérése ésen fesziltségfidg hiperpolarizacié csokkenti a visszatéréshez sqjds
idét [103].

Az lst a K/1.4 csatornafehérje hozza létre, amit a 11p14 totusegtalalhatdé KCNA4
gén kodol. A tranziens kifelé iranyuld kéliumaranyogs komponensét foként lassu
inaktivaciobol valé visszatérése (1-6s kozottbalandd) kulonbozteti meg. A K.4
modulalé alegységei a KCNAB1 gén altal kédolifK és KCNAB2 gén kodolta JR2
fehérjék.
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A csatornafehérjék kifejérése, és az aram denzitasa is jéergltéréest mutat fajok
kozott, valamint a szivizomzat kilonkdoeszein is [14, 104, 105].

Human szivben azq{ és az s is megtalalhaté [106], bar ag-t létrehoz6 csatornak
siirisége a szivizom minden teriletén meglében alacsony. Az aram nagysaga jélsemn
eltérhet az egyes teriletek, illetve rétegek kdzAttbal kamra epi- €s midmiokardialis
rétegeiben az aram denzitdsa nagy, mig az endékarétegben viszonylag kig, mérhed
[104]. Az endokardiélis miocitakban ag ihaktivacioja és inaktivaciobol tortérvisszatérése
jelentbsen lassabb, ami arra utal, hogy ditdnt az s fejezsdik ki [106]. A csatornafehérjek
expresszidja az aramhoz hasonléan valtozik. A,¥as csatornak nagyobb mennyiségben
taldlhatdak meg epikardialis sejteken, mint midrarakalis, vagy endokardidlis sejteken, és a
Ky1.4 expresszidja is nagyobb epikardidlis sejtekenidmiokardiumhoz viszonyitva [104].
Az |, expresszios mintazataban fellethettérések kulonbségeket eredményeznek a kamrafal

A tranziens kifelé iranyulé aram tobb korképbemisgvaltozik. Krénikus pitvarfibrillacio
soran csokkent az,lcsatornafehérjék expresszidja a pitvari szivizgraksen. Szivelégtelen
betegekben, illetve pacemakeres kamrai ingerl@nsmkamrai munkaizomsejteken csokkent
a csatornafehérje expresszidja.

Az |, hatasa a human szivizomsejtek akcids potenci&ljéfigartamara jelenleg nem
egyertelnti. Az endokardium sejtjein az ligen kicsi, ezért itt az APD-re gyakorolt hatdsa
szinte biztosan eleny&szA szivizomzat tobbi rétegében azonban nem ilygyszefi a
helyzet. Egyes szimulaciok szerint azdatlasa az akciés potencial hosszat nem valtaztatj
meg, mas szimuléciok alapjan kismétiék, novelés az ets fazis végén negativabb
membranpotenciallal jar, ami az L-tipusU kalciuma@rassabb aktivalodasat eredményezi,
emiatt az akcids potencial hosszabb lesz. Jedekt ndvelés a membran ddelétti teljes
repolarizaciéjat okozza, igy az akcidés potencigblatofazist mintegy ,kihagyva” sokkal

hamarabb ér véget, mint normal esetben.

Kégii kaliumaram (l)

A késdi kaliumaramot létrehoz6 ioncsatornak depolarizdedésara a Nacsatornakhoz
képest viszonylag lassan nyilnak meg.
A késii kaliumaramnak kinetikai- és egyeniranyitod tulajddgok, az egyes farmakonok

iranti érzékenység, valamint az intracellularis miédié szempontjabdl harom komponensét
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kulonboztethetjuk meg [91]. Ezek az ultragyors komgns (ky), a gyors komponensg() és
a lassu komponens().

A késSi kdliumaram jelenlétét minden szivizomsejtbentddir am az egyes komponensek
kifejezodése jelertisen eltér a kulonbdzfajokat, illetve a miokardium kulonbézrégioit
tekintve Az ks €s az ¢ mind pitvari, mind kamrai munkaizomrostokon is radglhato, bar
amplitidéjuk (kuléndsen azd€) kicsi [107]. Az ku-t eddig csak patkany, kutya és human
pitvaron irtak le.

A késii kaliumaram el8dleges szerepet jatszik a szivizom akcios potganik
repolarizaciéjaban, azonban az egyes komponensetopazerepe az adrenerg stimulacio
sordn még nem pontosan tisztazott. Az aramot lénehcsatornafehérjek farmakolégiai
befolydsolasa vagy szerkezetének megvaltozasa aam & és igy az akcids potencial
hosszanak — megvaltozasadhoz, és igy aritmiak kidakhoz vezethet. Ezek kozil a
legjellem@bbek a kulonbdk long-QT szindromak. Ezekben a betegségekben amsakc
potencial idtartaméanak megnyulasa miatt fokozodik a korai ypdtkrizaciok és a torsades
de pointes kamrai tachycardia kialakulasanak vahisgge, és gyakrabban fordub élirtelen

szivhalal.

A késoi kaliumaram ultragyors komponense (kur)

A késsi egyeniranyitd kaliuméaram komponensei kozil@zadktivalédik a leggyorsabban,
€s nem, vagy csak nagyon lassan inaktivalédik [39]. aram osztalyba sorolasa nem
egyseges a kutatok kozott, egyesek dikédliumaram egyik komponensének tartjak, masok
szerint az ¢ nem inaktivalodé komponengévan sz6. Gatloszere ag-hoz hasonléan a 4-
aminopyridin. Az aram nem szelektiven blokkolhatécsony koncentracioju nifedipinnel,
diltiazemmel, TEA-val és kapszaicinnel is [108].rhn pitvarban a csatornaalegysége a
Ky1.5, melyet a 12p13 locuson megtalalhatd KCNAS lgeaol.

Pitvari ebfordulasa miatt az aram gatlasa segithet a pibstrniak kezelésében, hiszen

nem kell kamrai mellékhatassal szamolni.
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A késbi kaliumaram gyors komponense (k)

Human kamrai szivizomsejteken a &ésaliumaram gyors () és lassu komponensgdl
is megtalalhatd. Az egyes komponenseket &lpErusformald és jarulékos fehérjek hozzak
létre, és kinetikajuk is kilonbdz

Az Ik o alegysége a H1.1les fehérje, melyet a 7935-36 régidoban megttiRIKCNH2
gén (kordbbi nevén: hERG, azAmman ether-a-go-go-relategén) kdédol. A csatorn@
alegysége a MinK-related peptide 1 (MiRP1) [109]. MiRP1l-et a 21g22.12 helyen
megtalalhatd KCNE2 gén kodolja. A MiRP1 fehérje azalegységek kapuzasat és
permeabilitasat modositja. A/KlL.1-hezp alegységként a K.1-es csatorndk alegysége, a
MinK is kapcsolodhat. A MinK fehérjét szintén a 2Pgl2 savban talalhat6 KCNE1 gén
kédolja. A fehérje tartalmaz egy transzmembran damée oOnmagaban nem képez
ioncsatornat.

Az lg, -30 mV-nal pozitivabb membranpotencialokon gyorsdtivalodik, és gyorsan
inaktivalédik. Pozitiv membranpotencialok mellettcsatornak inaktivacioja gyorsabb, mint
az aktivacio folyamata, és ez befelé egyenirank@@kterisztikajuva teszi a csatornakat. A
csatornak inaktivaciobol valé visszatérése is gywrseszultségfugg[110]. A repolarizaciod
soran a csatorna visszatérése az inaktivaciobgitatindllapoton keresztil valésul meg. Az
inaktivaciobol tortéi visszatérés gyorsabb, mint a nyitott &llapot és aflapot kozotti
atmenet (deaktivacio).

Egészséges human szivizmon az aram feszultségfagvacioja gyors, idallanddja
~30ms (+30 mV depolarizacié esetén). Az aram afgdipa 0 és 10mV kozott éri el a
maximumat, ennél nagyobb depolarizacid ugyanis gareenagyobb meértdékinaktivacio
miatt csokkenti a csatornakon atfolyd aramot [1#lJdeaktivacio lassu, és biexponencialis
karakterisztikaju ,~600ms, 1,~6,8s —40mV tartéfesziltség mellett) [107]. Kutyankai
szivizomsejteken az &ram aktivaciéja 50ms alatt tom#mik, a deaktivacio kinetikaja a
humén csatornakhoz hasonldan lassu és biexponengial360ms,t>~3,3s) [112]. Az &ram
deaktivacidja rendszerint elég lassu ahhoz, hoguléndsen magas szivfrekvencia esetén —
ne zarodhasson be az dsszes csatorna, ez felhatamzforditott frekvenciafldggszerepét a
repolarizaciéban [111].

Az AP platofazisa alatt csak Kig folyik, ez azonban befolyasolhatja az AP hosanait
a platé idtartama alatt a szivizomsejtek impedanciaja nagylcAidébeli lefutasa jelerdsen
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hosszabb az«{-nél, ami egy nagy kifelé iranyulé aramot eredmenyez a kifelé iranyuld
komponens hozzajarul a 3. fazis repolarizacié folgthoz.

A bal kamra kuldnbd&z tertiletein a kés kaliumaram komponenseinek expresszibja &ltér
lehet a szivcslcs és a szivbazis kozott, valanzirdgyes izomrétegek kozott is [64]. Nyl
szivizomrostokon azJ denzitasa kisebb a szivcsucs felé, €s. apikalis szivizomsejteken,
mint az annulus fibrosus felé &esin. ,bazis” részen. Ezzel ellentétben, munkacdapé
kutya szivizomsejteken sem az araimiségében, sem a csatornafehérje kifaézében nem
figyelt meg szignifikans apiko-bazalis vagy transzétis eltérést [14, 104].

Az aram igen fontos a human kamrai miocitak repzdaioja soran, jelefis szerepe van
az AP hosszanak meghatarozasaban. A csatornafehigice a kapcsol6dd jarulékos
proteinek mutaciodja 6roklott LQT-szindromat okozh&atKCNH2 gén mutéacidja a long-QT
szindroma 2. tipusat (LQT2) okozhatja, mig a KCNizacioja felabs a long-QT szindroma
6. tipusaert (LQT6). Az aram gatlasa akar spedfilakar nem specifikus blokkoldkkal un.
szerzett long QT- szindromat okozhat. A csatornakélkenyek az extracellularis
kaliumkoncentraciora, 5 mM extracellularis [Kmellett egy ioncsatorna konduktanciaja 2
pS, 100 mM-ra novelve a kaliumkoncentraciot a kdwalocia 10 pS-red Az extracellularis
kaliumszint csbkkenése az aramot csokkenti, vagygpokalémia 6nmagaban okozhatja a
QT-szakasz megnyulasat is. Emellett a csoéK&ri]e. a csatornakat dofetiliddel szemben is
érzékenyebbé teszi. Kulénhbextracellularis kationok, igy a €aMg®, La®* is gatoljak az
aramot [113]. A szervezet acidozisa is csokkenti@z, ez esetben ugyanis médosul az
aktivacio feszultségfliggése, és gyorsul az ararktidéaioja.

A legtobb lll. osztalyu antiaritmids gyogyszerdsisrban k-t gatol. Szelektiv gatlészerei
(E-4031, dofetilid) metanszulfonanilid szerkdzetegyiletek, a kamrai akciés potencial
hosszat jeleissen novelik.

A K,11.1 nem szelektiv gatlészerei kozo6tt vannak I-gmisti antiaritmias szerek
(disopyramid, flecainid). Azx} géatlasat nem csak antiaritmids szereknél figyglkemneg,
hanem bizonyos gyomor-bélrendszerre haté gyégyiszéue cisaprid), antimikrobidlis,
antifungalis szerek (pl. erythromycin, ketokonazahtihisztamin agensek (pl. astemizol,
terfenadin, cetirizin), illetve antipszichotikumdfl. haloperidol) is gatoljak [114]. Ezek a
szerek a csatornak nyitott porusabaskdek, majd a csatorna aktivacios kapujanak zarodasa
utan bent rekednek és igy eldugitjak azt.

A B-adrenerg stimuléaciéo a cAMP-n keresztul kozvetlsrk@zvetett médon is befolydsolja
a csatornak iikodését. A cAMP aktivalja a PKA-t, ami foszforiklp csatornafehérjét. A

foszforilacio csOkkenti az aram amplitudojat, aziacio fesziltségfliggését pozitivabb
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membranpotencialok felé tolja, és gyorsitja a deakidt. Emellett a CAMP kézvetlendl is
kotédik a csatornafehérjéhez, ami csatorna feszultgégfaktivacidjat mozditja negativabb
membranpotencialok felé. Az efedatas altalaban az aram amplitiddjanak csokkenése.
Ezzel szemben kutya és tengerimalac preparatumdgkadrenerg stimulacié hatasara
novekszik az ¢ amplitddoja. Kutya kamrai szivizomsejtekenpadrenerg stimulacié a
CAMP-PKA (tvonalon keresztil az aram 30-50%-0s kédését okozza [7]. Tengerimalac
szivizmon az ¢ valészirileg a csatorndk befelé egyeniranyitdsanak csokkeméstt rd.
Ezért feltehgten nem a korabbi mechanizmusok, hanem &'Jcadvekedés, és az aktivalt
PKC altali csatornafoszforilacio lehet a fée[115].

A kési kaliuméaramot létrehozé csatornak expressziojeedfpjliodés soran is valtozhat.
Egér embriébanoként K,11.1 ioncsatornak (l) expresszaldédnak, Ujszilott egerekben az
arany megfordul a ¢.1 ioncsatorna (L) javara; ugyanakkor felitt egerekben mar sem)
sem ksnem mutathaté ki [116].

Kutya modellen létrehozott teljes AV-blokk, és ktkezményes kamrai hipertrofia soran
jobb kamrai kardiomiocitakban agz; Icsokkent a kontrollhoz képest, mig bal kamra eseté

nem volt szignifikans eltérés az aram denzitas§bhn).

A késbi kaliumaram lassu komponense ({s)

A késdi kdliumaram lassi komponensét a 11pl15.5-6s kroémagzavban megtalalhatd
KCNQ1 (korabbi neven {.QT1) gén altal kodolt 7.1 o alegység és a MinK (masik nevén
lsk), mint B alegység egyiittes expresszidja hozza létre. A KGN@Ad K csatornait a
feszliltségfiigg K* csatornak doménjeinek klasszikus felépitése jeliem

A K,7.1-nek két izoformaja létezik, az egyes izoformadaszes aminosavat tartalmazza,
mig a kettes forma egy N-termindlison csonkolt fghéamelynek beépllése a csatorna
konduktanciajat csokkenti, és az aktivaciohoz szgé&s idt is noveli [111]. Az izoformak
kifejezodése befolydsolhatja az aram denzitasat.,A kes alegységek moduldiéalegység
nélkil gyorsan aktivaloédnak.

Asszocialdédo alegységuk a korabban emlitett Minkéfge, ami egy 130 aminosavbdl allé
kis protein. Egy transzmembran doménnel rendelkezifikolizalt N-terminalisa
extracellularis. Korabban a MinK-t gondoltak az porusformald alegységének, nevét is
innen, valamint a mérete utan kapt®tipimum sequence required for a K-currentagyis a
kaliumaramhoz szikséges legrovidebb szekvenciaeh®&rfét a 21922.12 savban talalhato
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KCNEL1 gén kdédolja. A MinK transzmembran doménje @.K-hez kapcsolddik, néveli a
konduktanciat, de az aktivacid sebességét dramaiaidikkenti, és az aktivacio
feszlltségfliggését is pozitivabb membranpotenci@iékmozditja el.

Egyetlen K7.1-es ioncsatorna konduktancigja 1,8 pS (MinK iklles 5 pS (MinK
alegységgel) kozott valtozik [118].

Az Iks -30 mV-nal pozitivabb membranpotencialok esetérda aktivalodik, €s a legtobb
fajpan gyorsan deaktivalodik. Az &aramnak nincs iivakios allapota. Az aktivacio
feszlltségfiiggéseét vizsgalva a félmaximalis depdby fesziltségértékek -13 mV és +26
mV kozottiek [118]. Az ks aktivacidja lassu és feszlltségtliiggetlen, egészséges human
kamrai miocitdkon az aktivacios dd korulbelil 900 ms. Deaktivacidja gyors,
monoexponencialis és a fesziiltséggel forditottanyars (0 mV fesziltségen-350 ms, -50
mV fesziltségen~90 ms) [107]. Kutya kamrai szivizomsejteken isdmd& karakterisztikaju
az aram, 0 mV-nal nagyobb depolarizacié esetéramasgtivalodik €~800 ms), és gyors,
monoexponencialis deaktivaciot mutat~150ms) [112]. Az aktivaci6 és deaktivacio
sebessége mas fajokban jetmein kiilonbdzhet; tengerimalac esetén, ahol az éreliszor
irtak le, az aktivacié 5-7 masodperc alatt semusakidik +50 mV feszilltség mellett, és az
aram deaktivaciodja is lasstt 600-1000 ms).

Az lks specifikus géatloszere a HMR-1556, mely az &ranmastomdlos koncentracidban
gatolia. Az aram gatlasara gyakran hasznaljak méchramanol-293B-t, ami azonban
nagyobb koncentraciokban mar agztlis képes gatolni [119]. Az aram tovabbi gatlagsze
kozé tartozik a mefloquine és az azilimide. Az as@ilularis K koncentracio nincs kdzvetlen
hatassal a csatornak veddpességére, azonban az intracellularié &aC4" koncentracio
emelkedése noveli axt. Amiodaron kronikus szedése, illetve hipotirasdzsokkenti az
aramot.Az lxs amplitudéjat néveli a DIDS, mefenaminsav, niflusan, és az L364373 R-
izomerje (az S-izomer azonban gatoljaaz).

B-adrenerg stimulacié azdtt is noveli. A csatornat foszforilalja a PKA, etzdlaz aram
aktivacidjanak fesziltségfiiggése negativabb merpbténcialok felé médosul, az aktivacio
kinetikdja gyorsul, a deaktivacio dgtliggése pedig lassulu-adrenerg hatasra a PKC
foszforildlla a MinK alegységet, ami noveli az araamplitdojat a feszultségfugg
paraméterek valtoztatasa nélkul [120].

Az lxs bal kamran bellli eloszlasaban kimutathatéak mamsalis, és apiko-bazalis
eltérések is. Kutya szivizman az aram denzitasabkisa szivbazison a szivcsucshoz
viszonyitva [14]. A miokardium egyes rétegeit teken az aram denzitdsa nagyobb az

epikardialis, mint a midmiokardialis sejteken [104]
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Az lg, repolarizacidban jatszott szerepével szemberygsdrmkzajarulasa a normal kamrai
repolarizaciéhoz jelenleg is vitatott. A tanulmékydbbsége az aram géatlasabol kovetkez
AP-hosszanak valtozasbdl probal kovetkeztetni \@zskerepére. Azl szerepe az AP
repolarizaciéjaban valosdileg speciesfigy azonban egymasnak ellentmondd
eredményeket is kozoltek. Az aram gatlasa az ARDveli tengerimalac és human [121]
szivizmon, mig nyul szivizomban nincs hatdsa az A€ [122]. Kutya szivizom esetén az |
gatlasa sordn beszamolnak az APD nyujtasérol [128]nem szignifikdns valtozasarol is
[112].

Human szivizmon a csatornakat alkoté gének muthebjAP-t nyujthatja, €s hosszu QT-
szindrémaval jarhat egyitt. A velesziletett hog3ZUszindroma leggyakoribb formajaért, az
1-es tipusu long-QT szindromaért (LQT1) pont a KONggn mutacioja a felés. Emellett a
MinK fehérjét kddolo KCNE1 gén mutacioja lehet fékea long-QT szindroma 5. tipuséért
(LQTS). Bar az aram csak kismeértékben jarul hozazigizomsejtek repolarizaciojahoz, az
akcibés potencial istartamanak novekedése esetén, illgivedrenerg stimulacio hatédséara az
lks amplitdoja jeleritsen fokozodik, megakadalyozva az APD tulzott metfisal, és
csokkentve az aritmidk @brdulasanak kockazatat [124].

Az antiaritmias szerek kutatdsaban nagy Ujdonsagzaknit az ds-t aktivalo szerek
fejlesztéseAz lxs aktivalasaval ugyanis — a remények szerint — rieila refrakter
periodus a kamrai akcids potencidlok hosszanakntide valtozasa nélkil. Ezaltal

csokkenthét lenne azds gatlo antiaritmias szerek proaritmias kockazata.

A befelé egyeniranyitd kaliumaram )

Az Ixx a szivizomsejteken leirt @éls kaliumaram, & funkcidja a nyugalmi
membranpotencidl fenntartasa a diasztole alattar&m hianyzik a szinuszcsomé és az AV-
csomo sejtjein. Azxh a sziv tobbi sejtjén megtaldlhatd, denzitasa lggolab a Purkinje-
rostokon és a kamrai munkaizomrostokon, kisebbteapiizomsejteken. Azkh legfobb
porusformalé fehérjéje a R.1. Ezt a fehérjet a 17-es kromoszoma Q23 régdjab
megtalalhatd KCNJ2 gén kodolja, emellett az arametd®zasaban a;R.2 és 2.3as alegysége
is részt vesz homo- vagy heteromerek formajabanlcAalfa alegysége két transzmembran
szegmensid all, a poérusformalé régido ezek kozott taldlhaddégy alegység képez egy

funkcioképes csatornat.
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Egy ioncsatorna konduktanciaja 9-45 pS kdzotti.sAtornak drsen befelé egyeniranyito
karakterisztikajuak, amelyért Mg valamint poliaminok (spermidify spermif,
putreszcifi®) a csatornak intracellularis oldaldhoz tottdasziiltség- és ifiiggs kotsdése a
felelos [125]. Kotdésiuk -40 mV-nal pozitivabb membranpotencialokérsatkifelé iranyulo
aramot deaktivalja, emiatt azqi| az akcidos potencial felszallo szara alatt gyorsan
deaktivalodik. A platé sordn nem jarul hozza jedeeh a repolarizacidohoz, és lehei teszi,
hogy a kamrai szivizomsejtek platofazisa hosszuydeg [59]. A repolarizacié
elérehaladasaval a membranpotencial egyre negatiesa) €s igy az fokozatosan ujra
aktivalédhat. Bar a repolarizaci®ethaladasa soran & konokra hato elektrokémiai hajt@er
egyre csokken, aj)R.1 csatornak konduktancigjanak névekedése elégamtbz, hogy azd
novekedjen a nyugalmi membranpotencial helyrediigh Igy feltehgten az k; felelss a
termindlis repolarizacio viszonylag gyors utolsGalszszaért, és fenntartja a nyugalmi
membranpotencialt a kovetkieakcids potencial kivaltasaig.

az-adrenerg stimulacié humén pitvari munkaizomsejtekgtolja az 4; aramot PKC
atvonalon keresztuB-adrenerg hatds human kamrai szivizomsejteken FaA Kbzvetitett
foszforilacio révén gatolja azjtet [126]. Szivelégtelenségben szerivéategeken végzett
vizsgalatok soran azcl nagymeértélk csokkenését tapasztaltak mind pitvari, mind pedig

kamrai miocitakon.
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Célkituzeés

Szamos kutatd vizsgalta mar az adrenerg aktivadiyes kifejtett hatasat. A nagyszamu
kozolt adat ellenére &-adrenerg aktivacio egyes részletei meég mindigarfattanok és
ellentmondasosak. Ezért céliztik ki, hogy kutya kamrai szivizomsejteken megyépik a
B-adrenerg stimulécié hatasat

- az akciods potencial morfologiajara epi-, mid- edakardialis sejteken,
- az akciods potencial valtozasok frekvencia-fliggéset.
Vizsgaljuk
- az egyes ionaramokgl Ik, lca) Szerepét @§-adrenerg stimulusra adott valaszban,
- az egyes ionaramok szerepét az adaptacio soran,
- az ionaram-valtozasokddeli kialakulasat,

- ahatasok kozvetitéséért félep receptort.
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Anyagok és moédszerek

Kutya bal kamrai szivizomsejtek izolalasa

Kisérleteinket kutyak szivének bal kamrajabdl itolszivizomsejteken végeztik. A
sejteket ivarérett, kisérleti célra tenyésztett gbeakutydk szivél nyertik, anterograd
szegmensperfuzids technika alkalmazasaval [14]J0RA kg os allatokat 10 mg/kg ketamin-
hidroklorid (Calypsol, Richter Gedeon, Magyarorgzas 1 mg/kg xylazin-hidroklorid
(Sedaxylan, Eurovet Animal Health BV, Hollandiakamazasaval altattuk. A mellkas
megnyitasa utan a szivet gyorsan kiemeltiik, é3 alililas leszallé6 koronaria agat kanulaltuk.
Az artéria vérellatasi terlletének megfée Langendorff apparatus segitségével
perfundaltuk a miokardiumot. A perflzié &l percében CG& mentes, taurinnal (2,5 g/l),
piruvattal (175 mg/l), ribézzal (750 mg/l), allofollal (13,5 mg/l) és NapPOy-tal (200
mg/l) médositott JMM oldatot (Minimum Essential Meeh Eagle; Joklik-féle modositas,
termékszam: M 0518; Sigma) alkalmaztunk a szovet” @a vértartalmanak eltavolitasa
céljabol.

Ezt a kimosasi fazist koween a preparatumot megkozélég 25 percig perfundaltuk
kollagenézzal (660 mg/l, 215 u/mg Type Il.; Worttion Biochemical Corp., Lakewood, NJ,
USA.), borja albuminnal (2 g/l, Fraction V.; Sigmé3 CaCtdal kiegészitett (5aM) JIMM
.emeészd” oldattal. A sejtizolalas soran az oldatokat vegagbogénnel (95% £ 5% CQ)
equilibraltuk és a perfazios oldabmérseékletét 37 °C-on tartottuk. Az emésadattal torted
perfuzié végén a bal kamra falanak midmiokardiéfitegét apré darabokra vagtuk, és az
elfolyosodott szovetdarabokat 50M kalciumot tartalmazd, a kimosashoz is hasznalt
modositott JMM oldatban szuszpendaltuk. Egyes leig@nknél a bal kamrai epi-, illetve
endokardialis rétegeket hasznaltuk fel, ebben a&bes az emésztés vegén a kamrafal
legkils, illetve legbel§ vékony rétegét vagtuk le, és szuszpendaltuk JMidtban.

A sejtszuszpenziOkat tobbszor Ulepitettik,irdik és mostuk egyre novekv
sejtek mintegy 40-80 %-a palcika alaku volt éstaisaarantcsikolatot mutatott 2,5 mM
kalciumot tartalmazoé oldatban (7. 4bra). A sejttad befejezése utan két-harom oréaval
kezdtik meg a kisérleteket. Felhasznalasig a stjtek °C-on taroltuk, Minimum Essential
Medium Eagle (MEM) oldatban (pH=7,4).
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7. abra: 1zolalt kutya bal kamrai szivizomsejt. TisztAnhiid a szivizomsejtekre
jellemz6 harantcsikolat.

Minden elvégzett kisérlet 6sszhangban volt a ,,Gdatethe Care and Use of Laboratoy
Animals” (US NIH publication No 85-23. revised 199@&s a Helsinki Deklaracio
alapelveivel. A kisérleti protokollt a Debreceniyggem Munkahelyi Allatetikai Bizottsaga is
jovahagyta (2/2011/DE MAB). A laboratériumi allattkfelhasznald dsszes kisérlet jelentésre
keriilt, 6sszhangban az ARRIVE iranyelvekkel [12X]kutatas dsszhangban volt a ,Good
Publishing Practice in Physiology” elveivel is [128

Elektrofiziologiai mérések izolalt sejteken

Kisérleteink soran a szivizomsejteket 37 YtnBrsékleten tartott, 1 ml térfogati plexiliveg
mékadba helyeztik. A kadban k&wszivizomsejteket Tyrode oldattal (144 mM NacCl, 5,6
mM KCI, 25 mM CaC}, 1,2 mM MgC}, 5 mM HEPES, 10 mM glikoz; pH=7,4),
folyamatosan, 10 ml/perc sebességgel perfundalluknérések sordn a Tyrode oldatot
egészitettiik ki a megfetel ioncsatorna-gatld szerekkel, illetve a vizsgaltatjeteli
utvonalakat befolyasolé drogokkal (1. tAblazat).

Valamennyi felhasznalt vegyszer a Sigma-Aldrich.4dt (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) szarmazott a ll-es tipusu kollagenaz kivételéwely a Worthington Biochemical
Corp., Lakewood, NJ, USA terméke. Az izoproteremaihden kisérlet étt kdzvetlendl
oldottuk fel Tyrode oldatban.
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Alkalmazott szer | Alkalmazott koncentracio Hatas

Nifedipin 5uM kaLgatloszer

Nikkel (I1)-klorid 5mM lcaToétloszer

HMR 1556 1uM ks gatloszer

E-4031 1uM k- gatloszer

Forskolin 3 uM Adenilat-ciklaz 5,6 aktivator
CGP-20712A 300 nM Szelektiy fseceptor gatlészer
Izoproterenol 1-1000 nM Nem szelektiv R-receptaivakor
ICI 118,551 50 nM SzelektiwRreceptor gatlészer
IBMX 10 uM Foszfodiészteraz gatlészer
4-AP 3mM lo1 gatlészer

TEACI 20 mMm Nem szelektiv Kcsatorna gatloszer

1. tablazat: A mérések soran hasznalt szerek, a hasznalt kivcirk és hatasuk

Az elektrofiziolégiai mérések Kkivitelezéséhez Axamp-2B, Axopatch 200B (Axon
Instruments Inc., Foster City, CA, USA) és Multiolp-700A (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) ésitoket hasznaltunk. A szamitégépes vezérléshez egyéftashez
pClamp 6.0, és pClamp 9.0 szoftvereket (MoleculaviBes, Sunnyvale, CA, USA)
alkalmaztunk. Az €isit6 és a szamitogépes szoftver kdzotti kapcsolatoiBig 1200 A/D-
D/A (Axon Instruments Inc., Foster City, CA, USA)3talakito teremtette meg. Azeitobol

szarmazo analog jeleket oszcilloszkopon is megjetiik (8. abra).
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Hagyomanyos feszliltség-clamp mérések

A feszlltség-clamp és akcidés potencial fesziltdégyw mérésekhez 1,5-2,5 M
ellendllasu boroszilikat mikroelektrédakat hasamdit A kilonbds kaliumaramok
feszlltség-clamp méréseihez hasznalttplpettaoldat az alabbi anyagokat tartalmazta: 100
mM K-aszpartat, 45 mM KCI, 1 mM Mggl10 mM EGTA, 3 mM K-ATP, 5 mM HEPES;
pH=7,2. Kalciumaram mérésekor a [delpipettaoldat modosult, és a kovetkket
tartalmazta; 110 mM KCI, 40 mM KOH, 20 mM TEACI, 1M EGTA, 3 mM K-ATP, 10
mM HEPES; pH=7,2. Az ioncsatorndk foszforilalasdhmzkalium- és kalciumaramok
mérésekor hasznalt béloldatokat kiegészitettik 3 uM forskolinnal. A szomsejteken

meérheb ionaramokat farmakoldgiai és kinetikai sajatsagddlpjan kilonitettik el.

o )

preparatum

8. abra: Az elektrofiziolégiai mésrendszer vazlata

Az arammérések a patch-clamp technika egész s@jtégyuraciojaban torténtek. Ehhez a
pipetta hegyét a sejt felszinéhez érintve enyhevdsti alkalmaztunk, ésegitve a
nagyellenallasu kapcsolat (1-1@G0n. ,gigaseal”) kialakulaséat. A gigaseal kialadsa utan
tovabbi szivassal, vagy 1-5 ms hosszu, 1,5 V nagyséektromos impulzus alkalmazasaval
szakitottuk at a pipetta hegye alatti membranddrab@gészsejtes elrendezés eléréséhez. A
sejtek membranfeliletének kapacitasat minden lefsétitt 10 ms hosszu, -10 mV-rol -20

mV-ra tortérd hiperpolarizacié segitségével megmeéertik, és aar@nokat az igy kapott
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sejtkapacitasra vonatkoztattuk. A feszulltseg-clakiggrletekhez felhasznalt szivizomsejtek
atlagos kapacitdsa 137+5 pF volt. A mérési elregsldéeljes soros ellenalldsa altaldban 4-8
MQ-nak adddott, melyet hagyoméanyos fesziltség-clamgréseknél 50-80%-ban
kompenzaltunk. Amennyiben a soros ellenéllas emaélyobb volt, vagy a kisérlet soran
jelentbsen valtozott, a kisérletet sikertelennek tekiditetA kapott aramgorbéket 100 kHz-es

mintavételi frekvencidval digitalizaltuk, és szabgiépen taroltuk a kébbi értékelésig.

Az ¢, mérése

Az Ik, mérése soran a sejteket —40 mV-os tartOpotenctahbottuk, ami a feszultségfiugg
natrium csatornakat inaktiv allapotban tartotta. &amot egy 250 ms hosszu, +10 mV-ra
tortérd depolarizaciés impulzus segitségével aktivaltukajgm a membranpotencialt
visszaallitottuk a -40 mV-os nyugalmi értékre. Amerlési frekvencia 0,05 Hz volt. A
fesziltségflugg kalciumcsatornak aktivaciojat 5 uM nifedipin alkelzasaval gatoltuk, agl
aktivalodasat 1 uM HMR-1556-tal akadalyoztuk meg &amgorbék analizise soran a
farokaram amplitdéjat mértik, melyet a -40 mV-datérd repolarizacié soran mért aram
csucsertékének és a repolarizacios lépssgén meért aram kalonbségéltszamoltunk (9.

abra).

IKr Aramgorbe

+10 mV
Feszlltségparancs -4omv —Im | —
ms

Ciklushossz: 20s

9. 4bra: Az Ik, viselkedése depolarizald négyszogimpulzus hatdddeprezentativ g}
aramgorbe az alkalmazott fesziltségparancs leftahs@gyiutt abrazolva. Az gl
depolarizacié hatasara aktivalodik és ugyanekkaktimalodik is, majd a sejtmembrant —40
mV-ra repolarizélva az ioncsatornak gyorsan vigsnak az inaktivaciobol. Ezt kden
az k, lassan deaktivalédik.

Az lxs mérése

Az Ixs mérése soran a feszultségféigatrium csatornak inaktivaciéja érdekében a sejtek

-40 mV-os tartopotencialon tartottuk. Azt egy 3 masodperc hosszu, +30 mV-ra tdftén
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depolarizaciés impulzus segitségével aktivaltukimpulzust kbéveien a membranpotencialt
a nyugalmi értékre Aallitottuk vissza. Azt 1 pM E-4031, mig a feszlltségfitgg
kalciumcsatornakat ez esetben is 5 uM nifedipinalaliazdsaval géatoltuk. Az ingerlési
frekvencia 0,1 Hz volt. Az analizis soran a farakaramplitidéjat mertik. A -40 mV-ra
tortérd repolarizacié soran az aram csucsértékének épaarzacios lépds vegén mert

értékének kuldnbségébszamoltuk a farokaram amplitudojat (10. abra).

IKS Aramgorbe

—40 mVy

+30 mV
Feszlltségparancs -somv
Ciklushossz: 10s

10. &bra: Az Iks viselkedése depolarizalé négyszogimpulzus hataséeprezentativgl
aramgorbe az alkalmazott feszilltségparancs leftdbsagyitt abrazolva. Azkd a
depolarizaciot kovéen lassan aktivaldédik, majd a -40 mV-ra toédéapolarizacié hatasara
gyorsan deaktivalodik.

AZ lc, Mérése

Az L-tipusu kalciumaram mérésekor -40 mV-os tadpidtséggel biztositottuk a
feszlltségfiigg natriumcsatornak inaktivacidjat. Az aramot egy 406 hosszu, +5 mV-ra
tortérs depolarizaciés impulzus segitségével aktivaltuk.

Az aktivalo impulzust kovéen a membranpotencialt a nyugalmi értékre allikottissza.

A kilénbo®, fesziltségfiigy kaliumcsatornak gatlasara az extracellularis oblaatl uM E-
4031 (k- gatlészer), 1 uM HMR-1556 { gatlészer) és 3 mM 4-aminopyridin.(tatlészer)
volt jelen. Az aram amplitadéjat a depolarizalé zud sordn kapott negativ csucs és a

depolarizalo pulzus végén mért értékek kiulonbsélgggamoltuk (11. 4bra).
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Aramgoérbe

ICa
+5mV

Feszlltségparancs

400 ms

-40mV ——
Ciklushossz : 5 s

11. &bra: Reprezentativch aramgoérbe az alkalmazott fesziltségparancs |eéfusdegyutt
abrazolva. Azd, a depolarizaciét kovéen gyorsan aktivalddik, majd inaktivalodik.

Akcios potencial mérések

Az izolalt szivizomsejtek transzmembran potendia§avl KCI oldattal toltott boroszilikat
mikroelektrodakkal regisztraltuk, melyek ellendd&0-40 M2 volt. A sejteket folyamatosan
1 Hz frekvencidval, 1 ms széles8éarpgyszogimpulzusok alkalmazasaval ingereltik, elely
amplitiddjat az ingerkiszob 110-120%-ara allitqttighy az ingerlés artefaktuma és az AP
felszall6 szara kozoétt 1-2 ms szinet jott létre. AP-okat 200 kHz-es mintavétel
frekvenciaval digitalizaltuk, és szamitogépen téuol a kégbbi értékelésig. Mivel a
citoplazmat nem dializaltuk, az akciés potencidbrgpn, idfliggd valtozasa legalabb egy
oraig elhanyagolhato volt ilyen kisérleti feltételaellett.

Az akcios potencialok paraméterei kozil meghatakoat nyugalmi membranpotencialt, a
nulladik fazis maximalis meredekségét £, az akcids potencial amplitidojat (APA) és a
repolarizacié 20%-aig, feléig és 90%-aig eltelikiet (rendre APR,, APDsp €s APRg). A
nyugalmi membranpotencial meghatarozasakor a digszidbtartambol 2 ms-ot atlagoltunk.
A Vmax meghatarozasakor az @Iazis derivalasaval hataroztuk meg a valtozas mabis
sebességét. Az APA-t a nulladik fazis csucsa éaigaimi membranpotencial kiilonbségeb
szamoltuk. Az akcios potencial girtamanak meghatarozasédhoz a repolarizacié 90%-aig
eltelt idstartamot (AP hasznaltuk fel. A platopotencial értékeit az Addtartamanak
felenél (APD/2) mértik (Miae). Az akcios potencialok mérése soran minden vizsgarrel

legalabb 5 percig, vagy a teljes hatas kialakutpgparfundaltuk a sejteket.
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Akcios potencial voltage clamp

Az akcids potencial clamp technika a fesziltségapldechnika specidlis valtozata [129].
A modszer Iényege, hogy parancsjelként a sejt s&j@bs potencialjat alkalmazzuk, nem a
hagyomanyos fesziltség-clamp eljarasnal megszalagyszog alaku fesziltségjelet vagy
feszlltségrampat. Tovabbi lényeges eltérés a Karasl kozott, hogy a hagyomanyos
feszlltség-clamp technika alkalmazasa soran azacethularis, és az intracellularis tér
Osszetételét ugy allitjuk be, hogy a mérés sorareimbranon kizarolag az altalunk vizsgalni
kivant aram haladjon keresztil. Ehhez sokszor evezetben élettani esetbeié sem forduld
ionokat (pl. C§, B&™"), és ioncsatorna-gatlészereket hasznélunk. Ezzshisen az akcids
potencial clamp technika alkalmazasa soran a figids allapotot a leh&tlegjobban
megkozelid feltételeket biztosithatjuk a sejtek szamara. Azaeellularis és intracellularis
tér 0sszetétele az élettanival egydzhet, csak a vizsgalt ionaram szelektiv gatld@ziell
alkalmaznunk. Az akcids potencial clamp technik&sdeltétel, hogy a membranon athalado
valamennyi nem vizsgalt &ram a kisérlet teljedtadama alatt valtozatlanul a fiziologias
ertéken maradjon.

Az akcios potencialokat egészsejtes elrendezéstvam-clamp tzemmaodban régzitettik
normal Tyrode oldatban. A sejteket folyamatosanztel frekvencidju 1 ms széles kiiszob
feletti négyszogjellel ingereltik Ugy, hogy az inge amplitidojat az ingerkiszob
110-120%-ara allitottuk, igy az ingerlés artefakiuds az AP felszall6 szara k6zotti 1-2 ms
szlnettel a stimulus itermékeét az akciés potencial felszalld szaratdudtuk kuloniteni.
Sejtenként tiz egymast kodwvetakciés potencialt rogzitettink 100 kHz-es mintakét
frekvenciaval, majd ezeket atlagoltuk. Fesziltdégap zemmodra kapcsolva ezt az atlagolt
jelet hasznaltuk ugyanazon a sejten 1 Hz-es ingjdrigkvenciaval feszlltségparancsként. Az
igy kapott aramjel — a kezdeti néhany ms kapaditinziensének kivételével — a nulla
vonalban futd vizszintes gorbe volt [129]. Az egyesaramokat specifikus gatlészerek
alkalmazaséaval kulonitettiik el. A gatlészer alkalédsa soran visszajatszott AP az aramijel
lefutasat modositotta, mert a gatolt aramot awsi®nek kellett potolnia. Az ionaramok
profiljat agy kaptuk meg, hogy a szerek alkalmaz&léti (végig kdzel nulla) aramgorbéb

kivontuk a szerhatas utan mért &ramgorbét.
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Az analizis soran felhasznalt matematikai formulak

norm — ? 1. egyenlet

ahol
Eo 5 a félgatld koncentraciéogm=0,5),
A a vizsgalt anyag koncentracioja,
n a gorbe meredeksége, a Hill-koefficiens.

I Vos V. 2. egyenlet
ahol
I/l nax@ normalizalt aram,
V az aktualis membranpotencial értéke,
Vo 5az a membranpotencial ahol JzV2,

k a gorbe meredeksége.

| =A@d- e +C 3. egyenlet
ahol
A az amplitado,
1 az idballando,
C konstans.

Statisztikai elemzés

A kozolt adatok a kisérleti eredmények szamtaniépértékei + a kozépérték Kkoruli
standard hiba. A csoportok 6sszehasonlitasa sogyszempontos variancia-analizist
hasznaltunk, melyet Bonferroni-teszt kovetett, v&judent-féle kétmintas t-probat, illetve
onkontrollos t-probéat alkalmaztunk az adott statisz kérdéseknek megfetign. Az adatok
kozotti korrelaciok meghatarozasahoz linearis reggidt hasznaltuk. Az eltéréseketOp05

esetén tekintettik szignifikansnak, melyeket agillagy ketbskereszt jeldl.
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Eredmények

Izoproterenol hatdsa az AP morfologiara

Az adrenerg stimulacié akciés potencidlra kifejtetitasat enzimatikusan izolalt kutya
kamrai szivizomsejteken vizsgaltuk. Munk&nk soraoproterenollal (ISO) aktivaltuk a
szivizomsejtek felszinén megtalalhdiéadrenerg receptorokat. Az izoproterenol egy nem
szelektivB-adrenerg agonista, a szivizaradrenerg receptorait csak kismértékben aktivalja.
Az akcibés potencial mérések a korabban leirt tdcéwvail torténtek.

Az izoproterenol hatasara két karakterisztikus ozt jott létre kutya kamrai
midmiokardialis sejtek akciés potencialjan. Egytésemeli, vagyis pozitivabb
membranpotencialok iranyaba mozditja el az akcmtenzial platdjat, masrészt réviditi az
akciés potencial teljes étlartamat (12. abra). Mindkét megfigyelt valtozaserzibilisnek
bizonyult az izoproterenol kimosasa soran.

Az ISO dézisfugg hatasanak tanulméanyozasa soran a sejteket kumnufiion 1, 10,
majd 100 nM izoproterenolt tartalmazé Tyrode olalattperfundaltuk. Az egyes
koncentracidkat a teljes hatas kifejeseig, 3-4 percig alkalmaztuk. Az izoproterenddlal
létrehozott AP paraméterek valamennyi kisérletrsar&isérletek befejezéséig — amennyiben
nem alkalmaztunk valamiféle gatloszert — nem csotddeaz id elsrehaladtaval; el arra
kovetkeztettiink, hogy a meérések ideje alatt nemetkidzett be g3-adrenerg rendszer
deszenzitizacioja. Megallapitottuk, hogy az atlago15+9,1 ms hosszu kontroll akcios
potencialokat 1 nM izoproterenol 201,7+9,2 ms-@nM izoproterenol 195,6+6,6 ms-ra, 100
nM izoproterenol pedig 201,6+6,1 ms-ra roviditette=9, p<0,05). Ugyanekkor a
platépotencial a kontroll -3,3+t2mV értékrl nM ISO hatasara 2,05+2,5 mV-tal, 10 nM ISO
esetén 14,7+2,3 mV-tal, és 100 nM ISO alkalmazas@ans22+2 mV-tal emelkedett (12. abra
B és C panel) Mind az ARR mind a platdépotencial véaltozas is szignifikans100 nM
izoproterenol koncentracio mellett<{(®,05, n=9). Az izoproterenol hatasa reverzibilit,vaz
APDg és a platopotencial értékei 5 perc kimosas utadreef16,8+9,9 ms, és 0,2+2,2 mV
voltak.

A tovabbi AP-mérésekhez 10 nM izoproterenolt allaink, mert ez a koncentracio
kozel maximdlis véalaszt hozott létre, és a 100 nMeHentétben nem novelte az
utodepolarizaciok gyakorisagat. Az izoproterenolaaka koncentraciéja mas fajok szivizman

is k6zel maximalis valaszt valt ki [130].
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12. abra:lzoproterenol hatasa az akcios potencial konfigdja@. A; reprezentativ akcios
potencialok Tyrode-oldatban, 10 nM izoproterentépéétében és kimosas utan. Szaggatott
vonal jeldli a 0 mV feszlltségeB, C: az ISO koncentracié-fugghatdsai az akcids
potencial feléenél mért platopotencialokr8),( és a repolarizaci6 90%-anal mért AP-
idotartamokra (APky, C panel). A kisérleteket 1Hz-es ingdrekvencian végeztik. A

kontrolltol vald szignifikans (§0,05) eltérést csillag jelzi. Az n jel6li a kisddk szamat.

Az izoproterenol hatadsa fiugg az AP morfolégiajatolés az ingerlési

frekvenciatol

A kulénboz fajok eltés AP-morfolégiaja részben magyarazhatja az adresgngulacio
mar emlitett fajfig§ AP-idétartam valtozasait. Emellett a kamrai szivizomzd#-jAnak
transzmuralis inhomogenitasa az egyes szivizongekben szintén hozzajarulhat az éltér
az adrenerg stimulacio altal kivaltott hatasok &@setzért vizsgaltunk az izoproterenol hatasat
a kulénbosd transzmurdlis régidkbol szarmazo sejteken is. A searmazasi helye
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onmagaban nem biztositék annak epi-, mid- vagy lard@lis jellegére, de az akcios
potencial morfolégiajaval egyltt vizsgalva az egyssjtek besorolasa egyértéinvolt.
Munkacsoportunk korabbi kutatasai soran kimutditagy a szivizom akcios potencialjanak
idétartama forditott frekvenciafiggést mutat, azazsaayabb ingerlési frekvencia mellett az
AP idétartama megnyulik, mig révidebb cikludiésetén megrévidil [131]. Emellett Rochetti
és munkatarsai kimutattak, hogy tengerimalac saimisejteken az izoproterenol AP-re és az
azt létrehozé ionaramokra kifejtett hatasa is feglorafig@ [4], ezért kutya szivizomsejteken
vizsgaltuk, hogy az ingerlési frekvencia mikéntdbgdisolja az izoproterenol kezelést. Az
ingerlési frekvenciat a kisérletek soran 0,2 észXbkott valtoztattuk. Egy adott frekvencian
a Tyrode-oldatban mért akciés potenciadbtadtamat tekintettik kontrollnak, és ehhez a

kiindulasi idstartamhoz viszonyitottuk az ISO hataséara bekovétkezDy, valtozast.
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03 05 1 2 5 160 180 200 220 240 260

Ciklusidé (s) n=7 APDgy (ms) n=7
13. abra: Az izoproterenol hatasanak forditott frekvenciaiggA: 10 nM ISO okozta
APDgy, csdkkenés az alkalmazott ciklu§idiggvényében abrazolv&: Az A panelen

bemutatott kisérletek eredményei a kontroll akgo@dencial idejének fliggvényében
abrazolva. A kontrolltél valé szignifikans €p,05) eltérést csillag jeldli, n a kisérletek

szamét mutatja.

Midmiokardidlis sejteken az ISO okozta AP-rovidulésrditott frekvenciafliggnek
bizonyult, a legnagyobb valtozast alacsony frekid@ml, és a leghosszabb kontroll AP
esetében tapasztaltuk (n=6) (13. abra). Az ingdriésvencia ndvelésével a ciklushossz és az
AP-idétartam csokkenésével parhuzamosan az adrenergaktiokozta valtozas nagysaga is
csokkent. A valtozdsok meértékét a 13-as abra B Ilparszemlélteti, ahol g-adrenerg
stimulacié rovidié hatasat a kontroll akcidés potencial hosszanak viéiggében abrazoltuk.
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Az abra demonstralja, hogy az ISO APD-rovidiatasa a leghosszabb AP esetén bizonyult a
legnagyobbnak.

Az ISO hatasat megvizsgaltuk epi- és endokardediseken is. Megallapitottuk, hogy
epikardialis sejteken — a midmiokardiumbol szarmsejpekhez hasonléan — az ISO pozitiv
iranyba mozditotta el a platépotencialokat, emieflekvenciafigg moédon roviditette az AP
idétartaméat (14. abra A és C panel). Ugyanekkor aolardialis sejtek esetén az adrenerg
stimulacidé nem roviditette az akcios potencidtadtaméat (14. abra B panel), az altalunk
vizsgalt 0,3-t6l 5 masodpercig tarto cikluskdsoran az AP iétartama egyszer sem valtozott

szignifikansan (14. abra C panel).
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0 Endokardialis sejtek (n=8)
A Epikardialis sejtek (n=6)

“ sz

valtozadsokban. Reprezentativ akcios potencialolaty@kt az 1ISO hatdséat epikardialss)(
valamint endokardialis sejterBY, 1 Hz ingerlési frekvencia melletC: epikardialis
(korok) és endokardidlis sejtek (haromszogek) akgidtencial hosszanak valtozasa
kulonbo® ingerlési frekvenciakon vizsgalvB: Midmiokardialis sejtek APB) értékének
valtozasa ISO hatasara kulonbomgerlési frekvenciakon vizsgalva kontroll koruinyék
kozott (négyzetek), valamint 4-aminopyridin (rombaois). A kontrolltol valé szignifikans
(p<0,05) eltérest csillag jelzi. A kisérletek szamaelili.
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Ezt kbveben megvizsgaltuk, hogy az altalunk megfigyelt vadsok mennyiben fliggenek
az el$ fazis amplitidojatol, hiszen az epikardialis édakardialis AP-k kdzott ez az egyik
legszembeéindbb kllonbség. Az AP dlsfazisanak létrehozasaért ag felelés, amely
midmiokardialis sejteken nagyobb amplitidoju azakaddium sejtrétegéhez viszonyitva. Az
elsy fazis szerepének tisztdzasdahoz midmiokardialitelsmy 1 mM 4-aminopiridinnel
gatoltuk az {-t, ennek hatdsara a midmiokardialis sejtek akpmitencialja az endokardialis
sejtekéhez valt hasonlova. A 4AP-vebladzelt midmiokardialis sejteken aktivaltuk fa
adrenerg receptorokat, a korabbiakhoz hasonl6éanMzoproterenollal. Az ilyen modon
megvaltoztatott AP-k hossza az ISO kezelés hatésgyatlen vizsgalt frekvencian sem
csokkent (14. abra D panel). Ebbarra kovetkeztettiink, hogy az akciés potencidl
morfolégidja befolydsolja @-adrenerg stimulaciéo akcids potenciabtaitamat maodositd

hatasat, és a rovidihatashoz szikséges az AP ugynevesgike and doni&konfiguracioja.

Az izoproterenol mddosité hatdsaban részt vévionaramok azonositasa

A B-adrenerg stimulus soran szamos ioncsatorna-fefasgdorilalodik, ezaltal névelve a
csatornan atfolyo ionaram amplitidojat. Az izopretm| altal befolyasolt aramok kdzul az L-
tipusu kalciumaram névelése régoéta ismert, Emedlates$i kaliumaram komponenseinek,
kulénosen azkl-nek tulajdonitanak jeleés szerepet az AP dthrtamanak meghatarozasaban.
Munkacsoportunk kordbban mar kimutatta, hogy aik&aliumaram lassu komponense is
megnovekszikpB-adrenerg stimulusra [7]. Kisérleteinkben ezért ta@nmmidmiokardialis
sejteken vizsgaltuk az ISO hatasat@zadz k, és ks aramokra.

Midmiokardialis sejteken megvizsgaltuk, hogy az lks, valamint az 4, elézetes gatlasa
hogyan modositja az adrenerg stimulacié hatas#®Paefutasara. Az eredmeényeket a csak
izoproterenol jelenlétében, 1 Hz frekvencian méetdményekhez hasonlitottuk, ahol az ISO
6,8+£0,9 mV-os platontvekedést, és 20,4+5,8 ms-ddARdvidilést okozott. Kontrollként a
kilénb6s gatldészerekben rogzitett AP-kat hasznaltuk.

Az Ik elozetes blokkolasara 1 pM E-4031-et hasznaltunk. 1 EMO31 az akcids
potencialt szignifikansan megnyujtotta, majd aedgt 10 nM ISO és 1 pM E-4031-el
perfundaltuk. A kisérlet végén az izoproterenatéstuk a rendszesb

Megallapitottuk, hogy azxl elézetes gatlasa nem befolyasolta az izoproterendbskc
potencialt médositdé hatasat;, az akcios potencigtarthma rovidult, és a platopotencial is
emelkedett az E-4031et tartalmazo kontrollhoz kepks ISO hatasa reverzibilis volt (15.
abra A panel) A kisérletet nyolc sejten elvégezge tapasztaltuk, hogy E-4031 és ISO
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jelenlétében kapott AR révidulés (19,1+8,4 ms), és a platopotencial esudse (6,12+0,8

mV) is kézel azonos mértékk voltak a gatloszer nélkili Tyrode oldatban elékel.

A B
40 40
s
E
w O
©
c
§C)
0
3
«© -40
e)
=
i)
=
80
0 100 200 300 0 100 200 300
Id6é (ms) Id6 (ms)
E4031, 1 uM HMR-1556, 10 uM
—_— (Gatloszer
—  Gatloszer +10 nM 1SO
— SO kimosas
(8)
D A E
10
10 (6)
= ]
E 75
@ 0 ol
£ - 3
w0 c N
72} — w0 O E 5 4
N 8] - =® T
[=] < o o >
s ] a0 2 2 5
E - —
3 HEIEHEEE g 25
=8 = 0 0
% 20 %
T a 0]
o *
-30 -
(12) ®) 254

C

40

o

Membranpotencial (mV)

(12)

Tyrode

0

®)
*
1

50 100 130
Id6 (ms)

Nizoldipin, 5 uM

1 M E4031

—_
2
—~

10 uM HMR-1556

c
=3
o
o]
L
=z
=
=1t
o

6

—_
—

15. abra: Izoproterenol hatdsa az akciés potencial konfighja@ ioncsatorna-gatlok
jelenlétében. A reprezentativ akcios potencialdya¥l E-4031 A), 10 uM HMR-1556
(B), és 5uM nizoldipin €) alkalmazasa mellett rogzitettik. Az izoproterenébzta
atlagos APIy valtozasokat éD panel, mig a platépotencial valtozasokat Eapanel
mutatja. A kontrolltol valo szignifikans §09,05) eltérést csillag jelzi. A kisérletek szamat

n jeldli.
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Az ks gatlasara 10 puM HMR-1556-t hasznaltunk, és ebbkisexletsorozatban a HMR-
1556 jelenlétében mért AP-t tekintettik kontrollnak HMR-1556 6nmagaban alig
befolyasolta az AP paramétereit, azonban ISO hatdsglatopotencial szignifikans ndvelése
mellett az APD a varakozasainkkal ellentétben nedkkent, hanem 16,6+6,3 ms-atin
(n=8, p=0,05). Az ISO hatasa ez esetben is reverzibilis (. abra B panel). Nyolc mérés
atlaga alapjdn a HMR-15560t tartalmaz6 oldatbarprizterenollal elért platopotencial-
emelkedés 8,9+0,88 mV-nak adddott. Ezek a platdpaibvaltozasok némileg nagyobbak
voltak, mint a Tyrode-oldatban tapasztaltak, a kg azonban nem volt szignifikans (n=8,
n.s.).

Az L-tipusu kalciumcsatornakat 5uM nizoldipinneltatuk, amely meggatolta az AP
platofazisanak kialakulasat (15. abra C paneldrenerg stimulacié hataséara a nizoldipin
altal moédositott AP platopotencialja nem valtozmlenttsen, hat mérés atlaga alapjan
0,58+0,8 mV-os platdépotencial-csokkenést figyeltimé&g (n.s. n=6). A nizoldipinnel gatolt
akcios potencial hossza sem valtozott szignifikang9+5,6 ms-os nyulast tapasztaltunk
(n.s. n=6). Az AP i¢itartama nizoldipin és izoproterenol jelenlétébenaknellenére nem
valtozott, hogy a kés kaliumaram komponenseit ebben az esetben nemkditok
specifikus gatloszerekkel. Egyik eltérés sem valgrsfikans, és az ISO kimosasa soran sem
kaptunk jelenis valtozast.

Az egyes ionaramok p-adrenerg stimuldciéban betoltétt szerepének pabtos
lca Ikr €S ks iOnaramokat.

Az iondramok méréséhez az anyagok és modszerekerédeirt gatlészereket, illetve
fesziltség-protokollokat hasznéltuk. Az izoprotetamelkil mért aram amplitidot tekintettiik
kontrollnak. A sejteket 1 nM-t6l 1 uM-ig egyre né&wé koncentracidju izoproterenolt
tartalmazo oldattal perfundaltuk, és az ionaramiplatdodjanak valtozasat vizsgaltuk. Az
ISO minden koncentraciojat 2-3 percig adagoltuniseiteknek, ennyi i@l alatt az ISO
kifejtette a maximalis hatasat. Az aram amplititldjgejtkapacitasra normalizaltuk, és az id
fluggvényében abrazoltuk. A kisérleteket kéeeta kimosas 5-10 percig tartott.

A 16. abra bal oldalan egy-egy reprezentativ kés@tedményét mutatja. A 16. abra A
részén egy reprezentatiy, lathatd. Az ¢, amplitiddja dozisfugy modon ndovekedett. 100
nM izoproterenol kézel maximélis valtozast hozettré, 1 pM-ra névelve a koncentraciot

nem kaptunk tovabbi jeletg ndvekedést.
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16. abra:Az izoproterenol koncentraciéfugdnatasai azch (A, B), Ik (C, D) és ks (E, F)
ionaramokra. A baloldali panelek egy-egy reprezén@ammérést mutatnak, melyeknél
a sejtkapacitasra normalizalt aramamplitidokatzidtadk az eltelt id fuggvényében. Két
pont kozott az A,C és E paneleknél rendre 5, 2tyé 10 masodperc telt el. Fifdeges
szaggatott vonalak jelzik az egyre novékkoncentracioju izoproterenol perfuzidjanak,
illetve a kimosasnak a kezdetét. A kontroll aramiinghdora normalizalt valtozast a jobb
oldali panelek abrazoljak az alkalmazott ISO-komicné figgvényeben, mellettik a Hill
egyenlet illesztésével kapott értékeket abrazol#ik. atlagértékeket szimbélumok, a
szorast fugdleges vonalak mutatjak. A kisérletek szamat nijelol

Ot mérés eredményei alapjan meghataroztuk a kafomm amplitiddjanak ISO-fuiggését
(16. abra B panel). A kontroll kérilmények koézoténnaram amplitudéjat vettik 1-nek, és

ehhez viszonyitottuk az aram valtozasait. Az eredmiéet Hill-egyenlettel (1. egyenlet)
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illesztve a valasz relativ. maximuma 3,40+0,13-nakz izoproterenol félaktivald
koncentracidja 15,3+3,5 nanomolnak, a Hill-koe#its pedig 1,32+0,04-nak adddott.

Az I, mérése soran a farokdram amplitidojanak valtozaszsgaltuk (16. abra C és D
panel). Az ISO ez esetben is koncentracioéiiggodon ndvelte azl amplitidéjat, ennek
meértéke azonban jeldigten elmaradt a kalciumaramnal tapasztaltakhoz mysz@. Nyolc
kisérlet eredményét az az ISO koncentracio fuggiéery abrazoltuk (16. abra D panel), Hill-
egyenlettel illesztve a maximdlis valasz 1,33+0y@ilt. A félhatasos ISO koncentracid
13,7+2,5 nM, a Hill koefficiens pedig 1,21+0,28 wol

Az lxs amplitudoja is dézisfudgmaddon tt izoproterenol hatasara, mar 10 nM ISO is
kozel duplajara novelte agslamplitiddjat (16. dbra E panel). A kumulativ délzidds gorbét
a korabbiak szerint 4brazoltuk (16. abra F parel)lésztettik Hill-egyenlettel. A-adrenerg
stimulacié - az 4-el ellentétben - jelefisen novelte azgd-t, 4,20+0,04-re fokozva a
farokaram amplitadojat. Az ISOkdt noveb félhatasos koncentracidja a tébbi aramhoz
hasonléan 14,5+1,1 nM volt, a Hill koefficiens 0#8405-nak adddott.

Az éarammérésekkel kapott eredmények Osszhangbamakaraz AP-mérésekkor
tapasztaltainkkal, nevezetesenfadrenerg stimulusra bekévetkeic, és ks amplitado
novekedeés lehet feled a platd emelkedéséért és az AP roviduléséértiegyes kisérletek
alapjan meghatéarozott félhatasos koncentraciok ldsl-koefficiensek alapjan feltételeztiik,
hogy az aramok fokozasa egy kozds jelatviteli Uakahvaldésul meg.

A hagyomanyos patch-clamp technika alkalmazasakoz @ncsatornakat
négyszogimpulzusokkal aktivaljuk, és equilibrium rikénények kozoétt vizsgaljuk a
viselkedésiket. Az AP alatt azonban a membranpidterfolyamatosan valtozik, az
ioncsatornak nem egyensulyi korialmények kozotikomnek. Mivel a vizsgalt ionaramok
viselkedése jelefiten eltérhet az equilibrium és nem-equilibrium plak kozoétt - azaz a
hagyomanyos feszlltség-clamp négyszogimpulzusa zéAR lefutdsa alatt - ezért az
izoproterenol ionaramokat modositdé hatasat AP fesajiclamp mobdszerrel s
megvizsgaltuk.

Elsoként a sejteket 1 nM és 1 pM kozott novékkoncentraciéju izoproterenollal
elkilénithed aramcsucs jelent meg az aramgoérbén. Az aramcsdagsaol az els az AP
lefutasat tekintve kordbban jelenik meg és negaféinyl, vagyis befelé iranyuld (inward)
aram, mig a kébb megjeled pozitiv iranyu kitérés kifelé irAnyul6é (outwardaénot jelez.
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17. abra: Izoproterenol koncentraciofugdnatasa a sejtek membranaram-valtozasapa (I
akcios potencial fesziltség clamp mérés sor@h A parancsjelként szolgalé AP a
legfely gorbén lathato. Alatta a kumulativ ISO dozisokakatt, mig a legalsé gorbén az
izoproterenol kimosasanak eredményét abrazoltukfedé iranyuld kitérések befelé, mig
a felfelé mutatdak kifelé iranyuld ISO-aktivalt arakat jeldlnek. A szaggatott vonalak
nulla mV-os membranpotencialt, illetve nulla menm@é@mot jeldlnek.B; Aram-
feszlltség kapcsolat (fazissik diagram); a 100 6K &ltal aktivalt membranaramokat az
AP idétarama alatt mért aktualis membranfesziltség fuggptéen abrazoltuk.

A 17. abra B panelén lathato fazissik-diagram (diesmlltség gorbe) alapjan a kezdeti
befelé irdnyulé aramot az] a kégbbi kifelé irAnyuldt pedig azkd és az | alkotja. A
megfigyelt valtozasok reverzibilisek voltak, az emrg stimulus megséate utan a kitérések
is kozel nullara csokkentek. A tovabbi AP-clampékistekben a maximalis hatas eléréséhez
kulonbo® ioncsatorna-blokkoldkkal. A mérések menete a K@t volt: a sejteket egy
specifikus géatloszerrel perfundaltuk, és aram-clamqmban rogzitettik a sejt sajat AP-jét,
majd fesziltség-clamp mddra valtottunk, és a réfgzAP-t hasznaltuk parancsjelként. Ezutan
a sejteket a gatloszert €s 100nM ISO-t tartalmédatial perfundaltuk. A méréseket tobbszor
megismételve atlagoltuk a kulonldopatioszerekkel mért parancsjeleket, valamint aoktap
aramgorbéket is. Minden esetben a gorbék atlaggmarhatos, a szorast pedig szaggatott
vonalak mutatjak, melyeket az ARJIiggvényeben abrazoltunk (18. dbra A-D panel)igyz
kapott aramgorbéket az izoproterenollal aktivaltatl@szer nélkali aramgoérbékhez
hasonlitottuk (18. abra A panel), ezt tekintettidntkollnak. Az 18. abra B,C,D paneljein
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bemutatott aramgorbéket az A panelhez hasonlitvgahagitottuk, hogy az-t gatlo 1 uM
E-4031 ebzetes alkalmazasa nem valtoztatta meg az ISO létr@hozott aramprofilt. ck
gatl6 HMR-1556 esetén az adrenerg stimulus hasoalgysagu inward, de |ényegesen
lecsOkkentett amplitadoju outward csucsot hozdtitel@ kontrollként szolgalé 18. abra A

panelhez viszonyitva.
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18. 4bra: 100 nM ISO membranaramokra kifejtett hatasa APaplanérések alatt Tyrode-
oldatban A), 1 uM E-4031 B), 10 uM HMR-1556 C), valamint 10 uM nizoldipin és
5mM NiCl, jelenlétében ). A kisérletek fesziltségparancsait, illetve a dtap
aramgorbéket atlagoltuk és az akciés potencidlaithmanak fliggvényében (az ARD
ertékét 100 szazaléknak tekintve) abrazoltuk. Fobtas vonalak jelzik a kisérletek atlagat,
pontozott vonalak a szorést. A lefelé iranyuld idsek befelé, mig a felfelé mutatdak kifelé
iranyuld  ISO-aktivalt aramokat jeldlnek. A szagdatovonalak nulla mV-os
membranpotencidlt, illetve nulla aramot jelding&k. A kilonbd®d kisérletek soran kapott
befelé, és kifelé iranyul6 aramcsucsok atlagaitoszlopok mutatjak. A kontrolltol vald
szignifikans (g0,05) eltérést csillaggal jeldltik. A kisérletelaszt n jeldli.

Kalciuméaram-mérések soran tapasztaltuk, hogyp-adrenerg stimulacié hatasosan

Kontroll E4031 HMR-1556 Nizoldipin+NiCl,

csokkenti a kilénbdy L-tipusu kalciumcsatorna-blokkolok hatékonysad#itM nizoldipin

96+1%-0s t,amplitido csokkenést okoz, 100 nM ISO jelenlétébeyatlas mérteke 89+2%-
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ra csokken (n=7). Ezért kisérleteinkben 10 mikraoad noveltik a nizoldipin

D panelje is demonstrélja, 1M nizoldipin és 5 mM NiC jelenlétében elhanyagolhat6
nagysagu a befelé iranyulé aram amplitidoja, ésfaékiranyuld aram amplitidéja is
elmaradt a kontrollhoz képest.

AP-clamp kisérleteink eredményeit a 18. abra E |paméoglaltam 6ssze. Meghataroztuk a
befelé és kifelé irAnyuld aramok sejtkapacitasremadizalt csucsértékét. Kontroll mérések
soran, amikor csak izoproterenollal perfundaltidepeket, 4,62+1,08 pA/pF nagysagu befelé
iranyulo, és 2,72+0,53 pA/pF amplitadoju kifelé nyaildo csucsot kaptunk (n=6). E-4031
esetén nagyon hasonld értékeket kaptunkyagaltlasa esetén az inward aramcsucs 4,7810,6
pA/pF, mig az outward csucs 2,1+0,51 pA/pF-nak attédn=6, n.s.). HMR-1556
alkalmazasa soran a befelé iranyulé aramcsucs 6,66tpA/pF, mig a kifelé iranyuld
0,31+0,14 pA/pF volt (n=6p<0,05. A kontrolindl nagyobb inward aramok 6sszhangban
vannak az AP-mérésnél is tapasztalt némileg mabagddtdpotencial-emelkedéssel. A
kalciumcsatornak gatlasakor 0,22+0,16 pA/pF nagysaeielé iranyuld, és 1,05+0,21 pA/pF-
os kifelé iranyuldo aramot mertink (n=3). Mindkétlteaas szignifikansan kisebb volt a
kontrollhoz képestp<0,05)
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19. abra: 100 nM izoproterenol membranaramokat modositéshafd-fesziltség clamp

modszerrel mérve kuldnbdéziklusiddk (0,5, 1 és 3 masodperc) mellett. Az 500 ms-0s és

3 masodperces ciklushossz soran mért inwAdé&s outward B) aramcsucsokat az 1

masodperces ciklusid kapott aramcsucsokra normalizéltuk. Az 1Hz-eskéktl vald

szignifikans (g0,05) eltérést csillaggal jeldltik. A kisérletelaszt n jeldli.

A tovabbiakban megvizsgaltuk az ingerlési frekvangidltoztatasdnak hatasat AP clamp
modszerrel mért inward é€s outward ionaramokra. jelset 0,5, 1 és 3s ciklushosszusagu

impulzusokkal ingereltik, minden frekvencian rogititk az AP-t, amelyeket késb
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feszlltség-clamp tzemmaddban parancsjelként hasnhaltAz 1 Hz-es ingerléskor kapott
kifelé és befelé iranyul6 csucsokat tekintettik%a@ak. Az eredményeket a 19. abra foglalja
0ssze (n=8, §0,05). Megallapitottuk, hogy a ciklushossz novelékélletve csokkentésével

parhozamosandt, illetve csékkent mind az inward, mind az outdvasucsok amplitadoja,
de a valtozas a befelé iranyulé aramnal nagyoblékievolt.
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20. abra: 3 uM forskolinnal foszforilalt (fekete négyzetel)etve nem foszforilalt (lres
négyzetek) ioncsatornék farmakologiai gatldsanasgélata. Hagyomanyos fesziiltség-
clamp kisérletekkel meghatarozott dézis-hatas ¢godteuM HMR 1556 ({s gatlas,A
panel), 1 uM E-4031 ¢} géatlas,B panel) és 5 uM nizoldipin £} gatlas,C panel) esetén.

Mellettiik a Hill egyenletek illesztésével kapottékek lathatdak. A kisérletek szamat n
jeloli.

A csatornak foszforilaltsdganak szerepe a gatloszek hatékonysagaban

Az ioncsatornak foszforilacidja megvaltoztathataiencsatornak fehérjéinek szerkezetét,
és igy a gatlészerek Kitését, mely igy a gatldas mértékének csokkenésébeathet.
Korabban mér vizsgéltuk az L-tipust kalciumarankktdok, és az adrenerg stimulécio
egymasra hatasat. Ennek soran megfigyeltik, hogyakkamrai szivizomsejteken az
adrenerg stimulus képes aktivalni a kalciumaranitiiro 62 gatloszerek jelenléte mellett is.
Ezért megvizsgaltuk, hogy a csatornafehérjék fafaftsaganak valtozasa milyen mértékben

modosithatja az altalunk hasznalt gatlészerek batddgat. Ehhez a forskolinnabletzelt
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sejteken vizsgaltuk a specifikus gatlészerek iométaa Kkifejtett dozisfigy hatasat. A
forskolin kozvetlenll, receptorfliiggetlen moédon ekiia az adenilat-ciklaz 6tés és hatos
altipusat, igy elkerilhéta deszenzitizacio. Minden aramnal a gatlészermseanittatban mért
aramot tekintettiik 100%-nak.

A kapott eredményeket a 20. abra mutatja be, ahsteakoncentracié flggvényében
abrazoltuk az elért gatlast. Osszehasonlitva &dtirmmal ebkezelt és kontroll sejteken kapott
eredmeényeket megallapitottuk, hogy egyik vizsgattiram esetén sem kaptunk szignifikans
eltérést sem az elért gatlas maximalis értékébam, & félgatld koncentraciokban, illetve a
Hill-koefficiensekben sem. Megallapitottuk, hogy aancsatornak foszforilacioja nem
valtoztatta meg szignifikdnsan ag,|lks és ks aramok HMR-1556, E-4031, nizoldipin
érzékenységeét.

Izoproterenol idéfligge hatasai az akcios potencial morfologiajara

Az eddig elvégzett kisérletek soran megfigyeltigy bar az APk rovidilése és a
platépotencial valtozasa 3 percen belil kialakikegfolyamat nem egyszerre kovetkezik be.
A jelenség vizsgalatakor a kamrafal kulonbdetegeildl szarmazo szivizomsejtek akcios
potencialjait vizsgaltuk. Az AP analizisekor az ARgDnellett meghataroztuk a 20 és 50
szazalékos repolarizacioig elteltétdrtamot is, melyeket rendre AREal és APDRyel
jeloltunk.

A 21. abra A panelje 10 nM izoproterenol hatasakiakakulasat demonstralja azéid
flggvényében epikardialis, midmiokardialis és eratdldlis sejteken. 10 nM ISO hataséara a
platopotencidlok mindharom sejttipus esetén (epid-, és endokardialison is) pozitivabb
membranpotencialok felé mozdultak el, ami statsatag szignifikans volt az ISO perfazio
kezdetédl szamitott 30 masodpercen belldl (21. dbra C paBieperc ISO perfazié utan a
platopotencidlok emelkedésének mértéke hasonléehtiévblt mindharom sejtpopulacional.
Midmiokardialis sejteken 9,2+2 mV, epikardialis te&gpél 8,2+1,5 mV, és endokardidlis
sejtpopulacié esetén 8,2+0,6 mV-os emelkedést tégdamk 6t perc ISO perfazié utan.
Egyik sejttipus esetén sem volt jelenteltérés a platopotencial valtozasanak kinetikajab
mindharom sejttipusnal 2,5 percet kellett varniaximalis hatas kifefldéséhez.

Kordbbi eredményeinkhez hasonl6an az epikardidisn@miokardidlis eredét sejtek
izoproterenolra jeleis AP-réviduléssel valaszoltak; mind az AlgDmind pedig az AP
csokkent, azonban az ARPndvekedett a kontrollhoz képest. A platopoteneé@tozasahoz

hasonldan, az APgndvekedése mar az izoproterenol perfizidjanak kélleszamitva 30
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masodpercen belll szignifikans volt, mig az AP& APDByrovidulése csak 1,5-2 perccel az
ISO perfuzidja utén volt szignifikAns mértéldz ISO okozta APy ndvekedés 2,5 perc utéan
midmiokardidlis sejteken 11,9+3,1 ms, epikardidégieken 20,7+5,4 ms volt. ISO hataséra az
endokardialis sejteken is megfigyelhieblt az APD20 névekedése (2,5 perc utan 22,1+6 ms)

amely a tobbi sejttipushoz hasonléan fél perc utsgignifikans mérték volt.

Midmickardialis sejt Epikardialis sejt Endokardialis sejt
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21. abra: 10 nM izoproterenol iéfiggd hatdsa az akcios potencial morfologigjara
midmiokardialis (bal oszlop), epikardidlis (kbzépsszlop) és endokardialis (jobb oszlop)
ingerlési frekvencia valamennyi mérésnél 1 Hz volt.

A: Reprezentativ AP-mérések az ISO hatasara &ikejivaltozasok kinetikajanak és
reverzibilitAasanak bemutatdsara kilonbdipusu szivizomsejteken. A szaggatott vonal
nulla mV-os membranpotencial-értéket jelol.

B, C: ISO hatdséara kifejd6 APD (B), illetve platdépotencial ¢) valtozasok idbeli
kinetikgja tobb meérés atlagan bemutatva. A platpatlt az AP idtartamanak felénél
mért fesziltségként hataroztuk meg, mig az APBPD 5o és APDg az akcids potencidl
20, 50, illetve 90%-0s repolarizaciojaig eltelbtigelenti. A kontrolltdl valé szignifikans
(p<0,05) eltérest csillag jelzi. A kisérletek szamaelili.
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Az APDg, rovidulés midmiokardidlis sejteken 29,7+6,6 msjkamlidlis sejteken pedig
24,67 ms volt (21. 4bra B, C panel). Endokardiséigeken az izoproterenol nem volt képes
csokkenteni sem az ARE) sem pedig az APJ9 értékeket (APIy-nél 6,6£1,4 ms). Az
adrenerg stimulacié emellett az endokardialis kejieegy atmeneti, azonban statisztikailag
0sszes megfigyelt hatas reverzibilis volt az iztgmenol kimosasat koweb percen beldl (21.

abra A panel).

Az ISO hatasara bekovetked# AP-valtozasok az ionaramok idfligge

valtozasanak a kdvetkezménye

Az AP alakja és karakterisztikus paraméterei stigorfliggenek a létrehozé iondramok
amplitadéjatol és idbeli aktivacidjatdl. Az izoproterenol agaidt és az -t jelenttsen, mig az
Ik-t kevéssé noveli. Ezért hagyomanyos patch-clamipnika egész sejtes konfiguraciéjaban
vizsgaltuk az I1ISO perfazioja soran, hogy a perfszah fluggvényében hogyan valtozik az
lcas ks €S kr amplituiddja. Az AP mérések eredményeivel 0sszhangdzignifikans
kalciumaram-amplitadé névekedést tapasztaltunk MOizoproterenol-expoziciét kovétfél
percen belll (22. abra A panel). Két és fél peteltélvel mar maximalis valaszt kaptunk, és
az I1SO alkalmazasi idejének tovabbi novelése médn &ozott jelertis lc, amplitudo
valtozast (22. abra C panel. n=90g05.)

A késii kaliumaram mérések soran az méréseknél a kordbban hasznalt 20 helyett 30
masodpercre noveltik a cikluéidaz eredmények jobb 0sszevetisége miatt. Az €s ki
amplitudadi is folyamatosan névekedtek az ISO padf@pran, azonban szignifikans meiék
amplitidé novekedést csak 1 perccel az 1ISO perfkerilete utan kaptunk (22. abra D és E
panel. n=18 azgl, illetve n=14 az | esetén. Mindkét esetberc(05.). A maximalis
amplitidé novekedést a kaliumaramok esetén is 2pgfecel az ISO perfazidja utan
tapasztaltuk. A 22. abra B panelje reprezentativarokaram-gorbéeket mutat be, aztl az
amplitadd kismérték valtozasa miatt nem &abrazoltuk. Az izoproterenithl détrehozott
valtozasok korabbi kisérleteinkhez hasonléan rébiisek voltak.
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22. dbra:Az Icy Ikr €s ks aramok idflggs aktivacidja 10 nM ISO hataséara. Reprezentativ

V4

idétartamok jelolésével. Az farokaramokat az izoproterenollal elért kisméitekltozas
miatt nem 4brazoltuk.

A kontroll kérilmények kozott mért aram amplitid@jaormalizalt kalcium@), Iks (D), és
ke (E) aramok aktivacidja az I1SO-expozicié idejének figggyében abrazolva. A
kontrolltdl valé szignifikans (g0,05) eltérést csillag jelzi. A kisérletek szaméglili.

A jelet kozvetité p-adrenerg receptorok azonositasa

Az ISO aszimmetrikus stimulalé hatdsanak magyasdlediet, hogy szivizomsejtekera
adrenerg stimulacié egy lokalis cAMP emelkedést idB, ami a kalciumcsatornak egy kis
populacidjanak a kodését befolyasolja, ugyanakkorpa adrenerg jelatvitel generalizalt
cAMP-novelést hoz létre, ami mar nemcsak a kalcaatarnakat, hanem szamos egyéb
ionaram niikddését is befolyasolja [132, 133z felveti annak a lehé&tégét, hogy az
izoproterenol altal kivaltott karakterisztikus aasokért (azch miatti platd emelkedés,
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valamint az APIprovidulése, melyértdleg az ks aram a feldis) eltét adrenerg receptorok,

és jelatviteli utvonalak aktivalodasa feiel
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23. abra:lzoproterenol hatasa akcids potencialok lefutakardroll Tyrode-oldatbanA),

B, blokkolas (300nM CGP-20712A panel),B, blokdd (50 nM ICI 118,551C panel)
valamint kombinalt B;+p, (300 nM CGP+50 nM ICI;D panel) gatlas mellett. A
midmiokardidlis sejteket 5 percig 10 nM izoproterial perfundéltuk, aA-D abra a mar
kialakult hatast mutatja a megfélejjatloszerben rogzitett AP-k mellett. Az ISO-indisk&a
APDy, (E) és platopotenciél-valtozasole)( atlagai kilonbo& gatldszerek jelenlétében.
Csillag jelzi a kontrolltol valo szignifikans €0,05) eltérést. Az elvégzett kisérletek szama
zarojelben lathato.
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Ennek kideritéséhea B3, illetve B, receptorokat specifikus gatlészerekkel gatoltuk3,A
receptorok specifikus géatlasara 50nM ICI 118,551kessznaltunk [134], mig $; -
receptorokat 300 nM CGP-20712A-val blokkoltuk [L3Epben a kisérletben kontrollnak a
Tyrode-oldatban mért AP paramétereit tekintettikk @bra A).

Megallapitottuk, hogy 6nmagaban vagy kombinaltdalatazva sem a CGP, sem az ICI
nem véltoztatta meg az akcios potencialok morféldgi A B, receptorok dizetes géatlasa az
izoproterenol Aaltal létrehozott AP-roviditést nwdigéd valtoztatta, emellett csokkentette a
kivaltott platépotencial-emelkedést is (23. abra. B) receptorokat gatlé IClI 188,551
jelenlétében az izoproterenol nagyobb mérté&PD-rovidulést okozott, mint a gatloszer
nélkul. Ugyanakkor &, adrenerg receptorakatlasa nem befolyasolta az 1SO platopotencialra
kifejtett hatdsat (23. dbra C). A két gétloszer (dps alkalmazasakor az izoproterenol
jelenlétében mért AP nem kilénb6zott a kontro{&3. abra D).

Az akcibs potencial hosszanak atlagos valtozakaltmbo kisérletek soran a 23. abra E,
a platopotencial valtozasait pedig az F panel fjautad kapott adatokat kontrollhoz
viszonyitva azt tapasztaltuk, ho@yblokkol6 alkalmazaséaval az akcios potenciétadtama
nem csoOkkent, hanem szignifikansan novekedett 18@shAra (n=6, 40,05). B, blokkold
esetén az akcios potencial rovidulése szignifikdmsaghaladta B-blokkold nélkili mérések
soran tapasztaltakat (n=7<@05). A platopotencidlok valtozaga adrenerg receptorok
gatlasa soran szignifikhnsan csokkent a kontrollképest, mig g3, adrenerg receptor
gatlészer nem befolyasolta ezt a paraméterf; &s B, adrenerg receptagatiok egyittes
hasznalataval az izoproterenol sem az ARaidamat, sem a platopotencialt nem valtoztatta
meg szignifikAns mértékben (n=4;Q05).

A B1 és P, adrenerg receptorokgitld szerek egyittes alkalmazdsa mellett nem ké&ptu
valtozast ISO perfazioja soran. Ebarra kovetkeztettiink, hogy az ICI 118,551 esetén
megfigyelt valtozasokat csakpa, mig CGP-20712A alkalmazasa soran csk @eceptorok
kozvetitették. AB; receptoroknak — ha ki is mutathatéak kutya kamzaiizomsejteken — a

fiziol6gias adaptacié soran nincs szerepik.

A B receptorok szerepe az 1ISO okozta valtozasok kingajaban

Az izoproterenol idfliggd hatasait megvizsgaltuk akcidés potencial feszidtdemp
modszerekkel isA méréseket az anyagok és moédszerek fejezetbdakigdk megfelélen

végeztik.
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ISO hatasara két aramcsucs jelent meg az aramgohlzéaramcsucsok kozul az élaz
AP lefutasat tekintve korabban jelenik meg és riegetinyd, vagyis befelé iranyuld (inward)
aram, mig a kébb megjelefi pozitiv iranyu kitérés kifelé iranyulé (outwardaot jelez. A
kezdeti befelé iranyulé aramot az,la kegbbi kifelé iranyulot pedig azd €s az ¢, alkotja.

A 24. abra A panelje egy reprezentativ kisérletimenyét mutatja. Az egyes aramgorbéket a
10 nM izoproterenol perfuzidjanak kezdétéeltelt kulonbds idépillanatokban mértikA
befelé és kifelé iranyulé6 komponensek amplitid@aidbben ebrehaladva korulbeldl 2,5
percig folyamatosanatt, ezt kbveben allando szinten maradt. A hatas teljesen kimosha
volt.

B1 blokkol6 300 nM CGP-20712A jelenlétében elvégezve a kisérletet @hta B)
megéllapitottuk, hogy az ISO hatasat 2,5 perc alatsetben is teljesen kifejtette. Azonban a
B1 blokkoloval tortént élkezelés soran nem jelent meg a kifelé iranyulé asics.

Megmeértiik az A és B paneleken bemutatott kisérlstelain kapott aramgorbék befelé és
kifelé iranyulé aramok maximalis amplitudoéit, madkapott értékeket az ddliggvényében
abrazoltuk. Két pont kozotti édartam 1 méasodpercnek felel meg (24. &b+& panel). Nyilak
jelolik azt az idpontot, amikor az I1SO jelenlétében meért aram eléérfyrode-oldatban
mertl. Az 1ISO az abran jelolt O &gbontban érte el a sejtet, igy nyillal jelolt és w@lan
idépont kozti kulonbséget tekintettik latencignek. A szaggatott vonalak a gorbék kezdeti,
meredek szakaszara kézzel illesztett egyenesek4. dbraD panelje 6t, a E pedig hat
kisérlet eredménye alapjan készilt, ahol mindeneggyérés soran az elért maximalis
valaszra normalizaltuk az amplitidokat, és a beéaléifelé iranyuld aramcsucsokokkli
valtozasait abrazoltuk.

Megallapitottuk, hogy 8 receptorok gatldsa 300 nM CGP-20712A-val megakadédya
kifelé iranyulé aram megjelenését. Ez arra utagyh800 nM CGP-20712A jelenlétében az
izoproterenol valészitleg csak a kalciumaramot novelte. MegjegyZeadonban, hogy az
igy aktivalt kalciumaram maximalis amplitidoja netrnte el a CGP-20712A<HKezelés
nélkul elért amplitadot.

A befelé, illetve kifelé iranyuld aramcsucsok mégpgsének latencigjat a 24. abra G
panelje mutatjaElézetes adrenerg gatlas nélkil a befelé iranyulé daamSO adagolasat
kovetben 15,&2,2 masodperc mulva kezdett el noévekedni, kifele iranyuld éaram
megjelenése pedig 252,3 masodperc elteltével jelent meg@szior. Bar az izoproterenol
CGP-20712Ajelenlétében nem aktivalt kifelé irAnyul6 aramokag inward &ramcsuics

latenciaja (15,3+1 s) a kontrollhoz hasonlo volt.
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24. abra: Az izoproterenol altal befolyasolt aramokéfdggs aktivacidja AP-fesziltség
clamp maodszerrel vizsgalva. Ak panel egy Tyrode-oldatban felvett reprezentativesé
aramgorbéit mutatja az ISO expozicio kezdetéltelt ids jeldlésével. AB panel 300nM
CGP-20712A alkalmazasa soran kapott ISO-indukatmak gorbéit mutatja be. Az
ingerlési frekvencia mindkét esetben 1 Hz volt. in gérbénél pontozott vonalak jeldlik a
nulla aramot, illetve fesziltséget. Mindkét pantlagfelll lathatd a parancsjelként hasznalt
AP, mely mindig a vizsgalt sejt sajat AP-je voliz O altal aktivalt befelé foly6 (inward)
aramokat lefelé, mig a kifelé foly6 (outward) araaiofelfelé iranyuld kitérések jelzik.

A C és azE panelen reprezentativ mérések &&sF panelen pedig tobb mérés éatlagai
lathatéak nagyobb &beli felbontassal. A gorbéket minden esetben az &8@golasanak
kezdetéil abrazoltuk. A reprezentativ gorbék készitése rsaréinden egyes rogzitett
aramgorbe analizise soran meghataroztuk a befdtéeds iranyuld6 aramok csucsértékeit,
és ezeket abrazoltuk az elteltidiiggvényében. AD és F panelek készitése soran a
maximalis valtozasra normalizaltuk a mért aramaragbkat, majd az igy kapott relativ
értékeket abrazoltuk az elteltifliggvényében.

Az izoproterenol modosité hatasat Tyrode oldatbare@ezentativC és az atlagokat
bemutatoD panel mutatja. 300nM CGP-20712A6lebzelés hatasat & és F panelek
mutatjak be. A nyilak jeldlik az elsjelents valtozasig eltelt istartamot, vagyis a
latenciaidket, melyeket & panel foglal 6ssze. A kisérletek szamat n jelzkefoskereszt
az inward és outward aramok latenciaja kozti sfipmciat jelzi (p<0,05).
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A tovabbi kisérletekbeift-adrenerg gatloszerek jelenlétében vizsgaltuk apraterenol
hatdsait az AP paramétereire. A 25. abra A-D paneljy-egy reprezentativ kisérlet
eredményét mutatja. Az abrakon a platépotencidjoiataz akcidos potencial Girtamat

abrazoltuk az id fuggvényében, két pont kozotti Gihrtam 1 masodperc.
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25. 4bra:Reprezentativ ieflggd valtozasok az akcids potencialokbtartamaban (APR)

és a platopotencialokban fMs) normal Tyrode-oldatbanA), 300nM CGP-20712AR),
50nM ICI 118,551 dlkezelés soranQ), illetve a két gatloszer kombinacioja eseté&) (
izoproterenol hatasara. A flglgges szaggatott vonalak jelzik az 1SO adagolasanak
kezdetét, nyilak jeldlik a latencigid végét. Az igy meghatarozott latencishdt tobb
kisérlet atlaga alapjan &panel foglalja 6ssze. A kisérletek szamat n jézillagok jelzik

a Tyrode-ban mért kontroll adatoktdl valé szigrafils eltérést, és késkereszt jeldli az
APDg €S Wats kOzti szignifikans kilonbséget<p,05 mindkét esetben).
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Fugghleges szaggatott vonal jelzi az ISO perfuzio kezgdetmig nyilak mutatjak a
paraméterek legkorabbi valtozasat izoproterenchddamt. A két pont kozotti dtartambol
szamoltuk a latenciaftket, amit a 25. abra E panelje mutat be. A szeleftadrenerg
receptor-gatloszerek jelenlétében mért APD90 egpidencial-valtozasok megegyeznek a
23. dbran bemutatottakkal.

B1 adrenerg receptor géatlo jelenlétében az 4PRtencia szignifikAnsan kisebb volt
(17,6t1,5 s, n=6, 0,05), mint a kontrollAPDg, latenciaja (33,43,4 s, n=9), ugyanakkor
hasonlo volta kontroll kérilmények kozott meért (1413 s, n=9), és CGP-20712A
elokezelést kovét platopotencial latenciahoz (11,6 s, n=6). A CGP-20712A-val
megfigyeltek ellentéte tortént ICI 118,558 kdzelés utan; az ARP latencigja (31,41,1s,
n=7) a kontrollhoz viszonyitva nem valtozott, deplatopotencidl emelkedésének késése
megduplazodott (30#2,2 masodpercre, n=7), emiatt a két vizsgalt pammbBasonlo
késéssel valtozotp, ésp, egyuttes gatlasa a korabbiakhoz hasonléan megagkatiaz 1SO

modositoé hatdsaphp. abra D).

A foszfodiészteraz barrier szerepének vizsgalata

Az izoproterenol indukalt APD és platopotencialtgabsok idben eltéb kialakulasanak a
hatterében allhat a cAMP kompartmentalizacidja. Ampartmentalizacié esetleges
szerepének vizsgalatdhoz izobutil-metilxantinnaBMK), egy ismert nem-szelektiv
foszfodiészteraz-gatloval kezelt sejteket vizsgdtuAP-méréseket a korabbi kisérletekhez
hasonloan kontroll kérilmények k6zof6, abra A, valamint 10uM IBMX kezelés utan is
(26. abra B végeztink. A reprezentativ 4brakon a platopoétokat, €s az akcids potencial
idotartaméat abrazoltuk az ddfiggvényében, két pont kozott 1 masodperc telt Adl.
izoproterenol perfuzidjat szaggatott fid¢gges vonal, a valtozasok kezdetét pedig nyilak
jelzik. IBMX jelenlétében csokkentettik az izopmateol koncentraciét, mert IBMX mellett
mar 3 nM IS0 is akkora mértékaltozasokat idézett&l mint a kontroll esetben hasznélt 10
nM izoproterenol.

A platépotencial valtozas latenciaja IBMX jelenlét@ (131,4 s, n=6) hasonlo volt a
kontrollban kapott értékekhez (141,3 s, n=9), viszont az ARPValtozas szignifikansan
gyorsabban kialakult (23+2,6 s, n=6, $0,05) mint IBMX nélkil (33,4:3,4 s, n=9)26. dbra
C panel).
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Eredményeink valésziisitik, hogy a C& és K-csatornakat befolyasol@-adrenerg

jelatviteli utakat legalabb egy foszfodiészteramipa elvalasztja egymastol.
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26. abra: lzoproterenol indukélta &fliggd valtozasok az akcios potenciabidrtamaban
(APDgo) és a platopotencialban {Me) kontroll korilmények kdzo6ttA) és 10uM IBMX
elékezelést kovéen B). IBMX jelenlétében 3 nM ISO elegefidrolt, hogy a kontroll
esetben hasznalt 10 nM izoproterenolhoz hasonloysaag valtozasokat okozzon.

az el$ jelents valtozasig eltelt istartamot. Az atlagos latencidiket aC 4bra oszlopai
mutatjak. Csillag jeloli a szignifikans eltéréstTgrode-oldatban (10 nM 1SO) és 1M
IBMX elékezelés utan (3 nM ISO) elért izoproterenol-hatdzsokt (p<0,05). Kettskereszt

jelzi a szignifikanciat az AP§& és \pias €rtékek kozott (10,05). A kisérletek szamat n
jeldli.
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Megbeszélés

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hog§~adrenerg stimulus akcios potencialt (AP)
rovidité hatdsahoz szikséges az akcios potencial ugyneveseike and donie
konfiguracidja. AB-adrenerg receptorok stimulaldséara izoproteren8ID) hasznaltunk, ami
noveli az L-tipusu kalciuméramcfl)) és a ké& egyeniranyité kaliumaram gyorsg(l €s
lassu (ks) komponensének amplitidéjat. Megallapitottuk, hagyizoproterenol félhatasos
koncentracidja kdzel azonos mindharom ionaram esptadrenerg stimulusra apike and
domeé konfiguracioju akcidés potencidlok frekvenciafitggmodon révidiulnek a plato
megemelkedése mellett. A roviditésértéstwban az & felelds. Megallapitottuk, hogy
izoproterenol hatasara az akcids potencial paraeigek valtozasa nem egyszerre kdvetkezik
be. A kalciumaram amplitidojanak novelése, a platégemelkedésével egyiittolaen
megebzi a kdliumaramok amplituddinak, illetve az akcipstencial hosszanak (ARE)
megvaltozasat. Megallapitottuk, hogy az adrenaengusacié a kalciumaram fokozasapaés
B> receptorokon keresztil hozza létre, mig a kaliamék fokozasa &a3; adrenerg
receptorokon keresztul torténik. AB-adrenerg stimulacio csokkenti a szerves
kalciumcsatorna-blokkolok hatékonysagéat, mig a\e&tkm ionok altal létrehozott géatlast
nem valtoztatja meg.

Az izoproterenolra adott valaszok jelésen eltérnek kulonbdz preparatumokon és
kisérleti elrendezésekben [136]. Példaul az 4PIBO hatasara csokken nyulakban [5],
kutydkban [6], macskakban [12] és human [13] pr&eanokon, mig nyulik sertés [9],
patkany [10] és tengerimalac [11] preparatumokon.

Ezek a megfigyelések dsszhangban vannak eredmé&kgkimevezetesen aspike and
szarmazd epi- és midmiokardidlis sejtekreifadtétele ap-adrenerg hatasra bekévetkez
APDgyo rovidilésnek. Emellett minden efsl szivizom-preparatum kozds tulajdonsaga a
platépotencial megemelkedése ISO hataséara. A kaéoiam noévekedését és a platdpotencial
emelkedését is megfigyeltik kutya epi- és midmidkdis sejteken, és kisebb mértékben az
endokardialis sejteken is. A platé emelkedése smjdanekiinik az AP rovidilésében, mert
lca gatl6 nizoldipin jelenlétében a platopotencialtoafs nem volt megfigyelhgtés az AP
idétartaméat sem véltoztatta meg az ISO. Nizoldipienjgdte mellett, azch gatldsa miatt az

ISO nagyobb mértékrovidits hatasat vartuk, de ez elmaradt.
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A B-adrenerg aktivacié hatasara pozitivabba valo ptaencial segitheti a kifelé iranyulo
aramok, azy és ks aktivaciojat [6]. Azonban azd gatlasa megakadalyozta az 1ISO rovidit
hatdsanak kifefldését, ezert arra a kdvetkeztetésre jutottunk, laaghsO rovidid hatasaéert
elsssorban az & aram aktivalasa lehet fetsl. Ez némileg meglép hiszen a normal
repolarizacié soran azdaram amplitadoja 10 pA alatti, mig ag-& kdzel tizszer nagyobb,
korulbelll 80-90 pA [112]. Kisérleteink soran azOl&z ks aramot 4,2-szeresére emelte,
mikdzben az 4, csak 1,33-szorosara novekedett, ezért a két agnindukalta hanyada
0sszehasonlithatd nagysagu lehet. Ha azt is szbaitdesszik, hogy az ISO a
kalciumcsatorna gatlo nizoldipin jelenlétében nedwiditette az AP-t, nyilvanvald, hogy
valami tovabbi valtozas is sziikséges a rogitatashoz azlaramok stimulalasa mellett. Ez
nagy valoszitiséggel a kalciumaram novelése miatt féllgpatbemelkedés lehet. Azl
szinte teljesen aktivalt a fiziologias platopotéak mellett, emiatt a platopotencial névelése
kevésbé befolyasolja a repolarizacioban betoltagrepét, mig azgd a platdépotencial
emelkedése esetén jelésen megh [137], emiatt az & lesz a repolarizaci6 dominans
ionarama. Ez a kovetkeztetés egybevag Varr6 [142]adders [6] feltételezésével, miszerint
az ks repolarizaciéban betoltott szerepe nyugalombaansiigolhatd, de jeletgen megh
szimpatikus stimulécié alatt.

Az egyik legfontosabb eredményink az, hogy az ISakca gspike and donie
konfiguracidéju akciés potencialokat roviditi. Nenigyeltink meg ugyanis rovidilést
endokardialis, vagy 4-aminopyridinnel 6kézelt midmiokardialis sejteken sem. Ezt a
jelenséget magyarazhatja az 1SO-indukalt indiréttozas az s kinetikdjaban. Epikardialis
sejteken a platé végén joval pozitivabb feszilidégémérhat az endokardialis sejtekhez
viszonyitva, ami az epikardialis sejteken valG8lEg nagyobb amplitidéjidt okoz. Ez
megmagyarazhatja, miért képes az 1ISO az akcidon@atadstartamat ndvelni tengerimalac
szivizomsejteken, ellentétben a macska, kutya gsghiszivizomsejtekkel [12].

Erdemes megemliteni, hogy AP clamp kisérleteinkarsoaz 1SO megvaltoztatta a
kalciumaram é&ramprofiljat [138]. A kalciuméram falpatosan aktivalt volt a korai platé
egeész idtartama alatt, és hasonlitott a tengerimalacokandakpotencial fesziltség clamp
soran regisztralt kalciumaram-profilhoz [139]. Aztipusu kalciumcsatornak izoproterenol
okozta foszforilacidja jelefisen megvaltoztatia a csatornak kapuzasat, a nulla m
valbsziriségét csokkenti, a kettes mod valogzégét pedig noveli. Ennek hatasara kisebb
ugyan a csucsaram amplitidéja, de ackbg ugynevezett window aram megf [140].
Pontosan ezt a hatast figyeltik meg kutya kamiaelsen akcids potencial fesziltség clamp

meérések soran.
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ISO hatasara a kutya kamrai szivizomsejtek akadsneial paramétereinek valtozasa nem
egyszerre kovetkezik be. Megallapitottuk, hogy 8@ lokozta platovaltozas (a kalciuméram
novelésével egyltt) hamarabb jelent meg, mint abRovidulése. Hasonld eredmélyr
szamolt be Liu és munkatarsai nyul szivizomsejteldol az ISO kalciumaram-fokozasa
szintén gyorsabb volt azsthez képest [141]. A jelenség egyik lehetséges ar@gata az
lehet, hogy az izoproterenol félaktivalé koncentigckisebb a kalciumaram esetén, mint a
kaliumaramok esetén. Eredményeink alapjan ezt etdsedget ki lehet zarni, mert méréseink
szerint az ISO E& érteke és Hill-koefficiense mindharom aramnal k@z®nos volt, csak az
aktivacié nagysagaban figyeltink meg eltérést. fez atal, hogy a megfigyelt kilonbségeket
nem az ISO kddésének kulonbségei okozzak. A jelenség magyardedtistelezi két
parhuzamos, részben fliggetlen adrenerg jelatvitetinal 1étezését a szivizomsejtekben. A
szivizomsejteker,; adrenerg receptorok melleit és 3 receptorok is éffordulnak. Fiatal
feln6tt emberekben, és nagyobb tertnemlsokben is aB; adrenerg receptorok szama
lényegesen nagyobb, mint fa receptoroké [142]. A felszini membrdh receptorainak
aktivaciéja nagymértékcitoszolikus cAMP szint ndvekedést, generalizaltasokat valt ki,
melynek része a Gaés K-aramok noévelése is [143]. Ezzel ellentétben abkisezamban
eléforduld B, adrenerg receptorok a kaveolaris membranban Hedgezk el, ahol &
receptorok nem mutathatéak ki [144]. A kaveol§isreceptorok mellett megtalalhaté a
jelatvitelnez sziikséges Osszes fehérje és az kttialciumcsatorna is. A kaveolatis
receptorok stimulacioja lokalis cAMP ndvekedést mpkoami csak a szomszédos
kalciumcsatornakat aktivalja [145]. Barpa adrenerg receptorok sGs G fehérjékhez is
kapcsoldodhatnak [146], ag.novelését valoszieg a G fehérjék altal kdzvetitett adenilat-
ciklaz aktivacié okozza [143]. R; adrenerg receptorok fiziolégids szerepe elhanyeqo)
mert kisérleteink soran az eqyiddj; ésp, gatlas megakadalyozta, hogy az ISO barmilyen
hatast kifejtsen.

A B és B, adrenerg receptorok aktivacidja kulénBomddon véltoztatia az AP
emelkedését és az AP rovidulését isidgzte. Ezzel ellentétben & adrenerg receptorok
izolalt aktivacidja (egyiddj B, gatlas mellett) az APD névekedését okozta (roesllielyett)

a plato kisebb mértékemelkedése mellett. Ezt a kalciumaram izolalt i&ses okozhatja a
kaliumaramok novelése nélkil. Emellett a szeleRtivadrenerg receptorok altal kozvetitett
hatds lassabban alakult ki, mint a szeleRthadrenerg aktivacidé hatdsai. Végul, aéhli
eltérések eilintek akarp,, akar p, szelektiv gatlasa soran, és a foszfodiészteradetar

megszintét IBMX is jelentbsen csokkentette a hatasok megjelenése kozétti id
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Szelektiv B; és B, adrenerg receptor gatloszerekkel elvégzett kisdnleteredmeényei
alatamasztjak az 1ISO ké#t szignalizaciojat kutya kamrai szivizomsejtekegyazetesen, az
ISO indukalt kalciumaram novekedés jetentrésze, és a ‘Karamok - az g-t és kst is
beleértve - novelése a lassaPb utvonalon keresztul torténik. A gyorsan aktivalpdo
kaveolarisp, receptor aktivalédasa is noveli a kalciumarametadkaliumaramok fokozasa
nélkul [147]. Ez magyarazhatja a®bkli eltéréseket az ISO okozta platopotenciél- BSH
valtozasok kinetikajdban, és a szelel@j\gatlas soran megfigyelt AP dthrtam névekedést
is. Ez 6sszhangban van a korabbi irodalmi adatokkiakzen nydl szivizomsejteken &
gatlasa megakadalyozta az ISO okozta APD rovidjieR], eésp: gatloszer jelenlétében az
ISO kutya szivizomsejteken sem novelte gzt [7]. Mas szerék a szivizom kalcium- és
kaliumaramainak adrenerg stimulaciéjat is vagy kblinek, vagy egymastol figgetlennek
veélik [149, 150]. Az ¢, ketids adrenerg befolyasolasat az tamasztja ala, hptpt@otencial,
es az APD valtozasa koztidgieli kilonbség etint akar a1, akar a3, adrenerg receptorok
blokkolasa esetén. A kulonbségek szignifikAnsaklesitek IBMX jelenlétében, amibarra
kovetkeztettiink, hogy a foszfodiészteraz barrieeekéorilhatarolt cAMP-kompartmentek
szintén feledsek lehetnek a megfigyelt kilonbségekért. IBMX mnédecben az ISO okozta
APDg, rovidulés korabbi megjelenéséért a cAMP-nek a &kwres kompartmentekd a
citoplazma tobbi részébe torterdiffizidja lehet felads (amit az intakt foszfodiészteraz
barrier egyébként megakadalyozna). Azonban nemaiaki az IBMX kdzvetlen hatasa a
citoplazma egyéb kompartmentjeiben sem. Hejimaal.gR011) nemrégiben kdzolt in silico
modelljében az adrenerg receptorok, kompartmentekjeétviteli Gtvonalak nagyban
hasonlitanak az altalunk feltételezetthez [151].

A kalciumaramnak a kaliumaramok noveléséhez visitotty gyorsabb emelkedése
hasznos, ha a sziv gyorsan akarja fokozni a tef)ésiyét. Ez azonban a kaliumaramok
késsbbi aktivacidjaval jelerdts proaritmias veszélyt is hordoz, mert ndveli a akor
utddepolarizaciok esélyét, amelyek adrenerg akittkédc egyébként is nagyobb eséllyel
fordulnak eb [8]. Szamitdgépes szimulaciok is alatamasztjdladeitételezésiinket [141]. A
torsades de pointes kamrafibrillacioval jaré hetelszivhalalok éidézésében jeleds
szerepe van é&s adrenerg stimulusnakslég bradikard szividkodés mellett (pl. a reggeli
ébreszidra hatasara) [152]. Az ISO aszimmetrikus hatagakdedialis sejteken rovidit,
endokardialison viszont nem) szimpatikus stimuldsgddn megndvelheti a transzmuralis
inhomogenitast, igy az aritmidkéébrdulasat is. Emlitésre mélt6 még, hogy az IS@itott
frekvenciafligg hatadsa talan nem kapcsolodik a befolyasolt ionakansmert forditott

frekvenciafliggéséhez, mert Kkisérleteinkben a didasz novelésével a kalciumaram
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fokozasa nagyobb volt, mint azslaram noévelése (19. abra). Erre a szivizom altalano
viselkedése ad magyarédzatot, nevezetesen a szivizaw AP idtartama forditott
frekvenciafligg, a valtozasok mértéke fliigg az akcids potencidtiégzdstartamatél. Ezt
alatdmasztjak a 13. abran bemutatott eredményeink.

Eredményeink alapjan a szelekily gatlok alkalmazasa valosiieg megszintetné a
kalcium-és kaliumaramok késése kozti kulonbséggy, dz utddepolarizaciok veszélyét
csokkenthetik. Ez hasznos lehet a klinikai gyakbda is az egyedp-blokkold terapia
bedllitasa soran.

Az ISO aktivalta k-nek kutya — és valészileg human — kamrai szivizomsejteken fontos
klinikai kdvetkezményei lehetnek. A harmas tipuatiaitmias szerek, melyek rendszerint az
Ikt gatoljak, a korai utddepolarizaciok esélyét nbgtk, a korai utdédepolarizaciok pedig
torsades de pointes aritmiat idézhetnék[£b3] a csokkent repolarizacids rezerv miatt [154]
A szimpatikus aktivitas 6nmagaban is fokozza a ikor@depolarizaciok éfordulasat, igy a
kaliumcsatornak gatlasa nagyon veszélyessé vatlaherg stimulacié mellett [152]. Azl
gatlbk harmas tipust antiaritmias szerként tértémasznalata éhyosnek inik a
frekvenciafiigg tulajdonsaguk miatt [155]. Eredményeink alapjahiételezzik, hogy kk
gatlé szerek nagyobb veszélyt hordoznak o6roklotyyvazerzett long-QT szindromaban
szenved betegeknél, mint a ,klasszikus’ 4t gatlé harmas tipusu antiaritmias szerek, mert
szimpatikus aktivacio soran elvész a repolarizazdhzikséges mechanizmus. Ez fontos
lehet annak ellenére is, hogy az-mek fiziologias korilmények kozétt a repolarizdmd
nincs jelenss szerepe. Uj antiaritmias szerek, vagy kezelésiégfiak kidolgozasanal ezt
figyelembe kell venni.

Az ioncsatornak foszforilacioja megvaltoztathatfai@ncsatornak fehérjéinek szerkezetét,
€s igy a gatlészerek Kiitését, mely igy a gatlas meértékének csokkenéesémzthet. Ezért
vizsgaltuk az L-tipusu kalciumaram-blokkolok, ésamirenerg stimulacio egymasra hatasat.
Megfigyeltik, hogy az adrenerg stimulus képes altivkutya kamrai szivizomsejteken a
kalciumaramot kulonbdz szerves gatlészerek, példaul 5 pM nifedipin melist Az
izoproterenol azonban nem tudta ndvelni az dmplitdojat a porust elzaré szervetlen
kationok alkalmazasa soran. Eredményeink alapj@imé&kumban hasznalt kalciumcsatorna-
gatld szerek csokkent hatékonysaguak lehetnek mregrdett szimpatikus tonus esetén, amit

a terapia bedllitasakor figyelembe kell venni.
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Osszefoglalas

Bevezetés

Az izoproterenolnak (ISO) a kamrai szivizomsejtekaramaira, az akcios potencialra
(AP) gyakorolt hatasai nem kédin tisztazottak. Ezért vizsgaltuk az 1ISO mdédosétasat az
akcios potencial konfiguracidjara, az L-tipust kaicdramra Ic,)), valamint a ké&
egyeniranyitdo aram lassullx{) és gyors lik) komponensére. Kitértink a valtozasok
kinetikdjanak és frekvenciafliggésének vizsgalatara

Anyagok és médszerek

Az lca lks, €S kr mérésekhez hagyomanyos fesziltség-clamp technikszsgjtes
konfiguracidjat, valamint akciés potencial feszéfgsclamp méréseket végeztink. Az AP
meéréseket nagy ellenallasu mikroelektrodakkal viédgzzolalt kutya kamrai sejteken.

Fobb eredmények

Az ISO epikardialis és midmiokardialis sejteken akciés potencidlok reverzibilis
rovidulését okozta a platé emelésével egyutt. Ezeéltozasok atks éslc, amplitiddinak
tobbszoéros novekedésével jartak, laz mérsékelt foku stimulalasa mellett. Endokardialis
sejteken az 1ISO nem okozott AP-rovidilést. IAzelozetesgatlasa nem maddositotta az 1ISO
hatdsat, déxs blokkolasakor az akciés potencial ISO hatdsarany@dg A kalciumcsatornak
elé6zetes gatlasa mind az akciés potenciél rovidulésitg a platé emelését megakadéalyozta.
Megfigyeltik, hogy az ingerlési frekvencia csoklkedvel az I1SO nagyobb
amplitidovaltozast okozott dz, és azlks esetén. Az ISO okozta platondvekedés escaz
ndvekedése hamarabb kovetkezett be, mint az agoikgmncial révidilése, dz,, vagy azlks
stimulalasa blokkoldkkal végzett kisérleteink soran megallapitk, hogy aj: receptorok
gatlasa az ISO okozta rovidilést nyljtassa valttagtea platovaltozas latenciaja pedig
csokkent. Ezzel ellentétben,pareceptorok gatlasa fokozta az AP rovidilését, alid a
platé valtozasanak latencigjat. Mindkét receptodipgyide} blokkolasa meggatolta az ISO
hatasanak kifefldését. A foszfodiészterazok gatlasa csokkentettadeli kilonbséget a
platépotencial és az AP révidilés megjelenése kdzo6t

Osszefoglalas

Az 1SO hatdsai kutya kamrai sejteken nagyban flgkiemz akcidos potencial
konfiguracidjatol, és az ISO-indukaltg és nem aiy, lehet a feleéls az akcidés potencialok
roviduléséért. Az ISO ak,, illetve azlks valtoztatdsanal gyorsabban, révidebb latenciaval
novelte a kalciumaramot, a jelenségért a kulo6db@renerg atvonalak, illetve a

kompartmentalizacio lehet fede.
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Summary

Background and purpose

Little is known about the role of action potentrabrphology in the isoproterenol (ISO)
induced changes in ion currents. Therefore, theeceff of ISO on action potential
configuration, L-type C& current (c.), slow componentl{s) and fast componenty) of the
delayed rectifier K current were studied and compared in a frequeepgadent manner,
along withthe timing of activation of each current

Experimental approach

Whole cell configuration of the patch-clamp techugqgin either conventional voltage
clamp or action potential voltage clamp modes wered to monitord,, Iks, and k;, while
action potentials were recorded using sharp miecteides.

Results

In epicardial and midmyocardial cells ISO causeer&ble shortening of action potentials
accompanied by elevation of the platedinese effects were associated with multifold
enhancement ofc) and ks and moderate stimulation of;l ISO-induced action potential
shortening was absent in endocardial célisblockade failed to modify the ISO effect, while
action potentials were lengthened by ISO in thesgmee ofks blocker. Both action potential
shortening and elevation of the plateau were pitexeby pretreatment witl, blocker. Both
lca @andlks currents increased with increasing the cycle lenfihe 1SO-induced plateau shift
and k4 increase developed earlier than the shorteningR® and stimulation ofgk and k.
Blockade offf; adrenoceptors converted the 1ISO-induced shortenfiriPD to lengthening,
decreased the latency of the plateau shift. Inreshtblockade of, receptors augmented the
APD-shortening effect and increased the latencylafeau shift. All effects of ISO were
prevented by simultaneous blockade of both recdppms. Inhibition of phosphodiesterases
decreased the differences observed in the turnf ¢ineolSO induced plateau shift and APD
shortening.

Conclusion

The effect of ISO in canine ventricular cells degeercritically on action potential
configuration, and the ISO-induced activation ,gf— but notlx, — may be responsible for the
shortening of action potential$SO-induced activation ofc) is turned on faster than the
stimulation of ks and k. in canine ventricular cells due to the involvementdifferent

adrenergic pathways and compartmentalization.

72



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Irodalomjegyzék

Catterall, W.A., et alinternational Union of Pharmacology. XLVIII. Nomdéatare
and structure-function relationships of voltagegghtcalcium channelsPharmacol
Rev, 200557(4): p. 411-25.

Varro, A. and J.G. Papphe impact of single cell voltage clamp on the ustd@ding

of the cardiac ventricular action potentidardioscience, 1993(3): p. 131-44.

Taylor, M.R., Pharmacogenetics of the human beta-adrenergic tecep
Pharmacogenomics J, 20071): p. 29-37.

Rocchetti, M., et alRate dependency of beta-adrenergic modulation pblegizing
currents in the guinea-pig ventriclé.Physiol, 2006674(Pt 1): p. 183-93.

Dukes, I.D. and E.M. Vaughan Willianisffects of selective alpha 1-, alpha 2-, beta
1-and beta 2-adrenoceptor stimulation on potentiahsl contractions in the rabbit
heart.J Physiol, 1984355 p. 523-46.

Volders, P.G., et al.Probing the contribution of IKs to canine ventriaul
repolarization: key role for beta-adrenergic recepstimulation. Circulation, 2003.
10721): p. 2753-60.

Harmati, G., et alEffects of beta-adrenoceptor stimulation on delagedifier K(+)
currents in canine ventricular cardiomyocyt&s. J Pharmacol, 2011624): p. 890-

6.

January, C.T. and J.M. RiddIEarly afterdepolarizations: mechanism of induction
and block. A role for L-type Ca2+ currer@irc Res, 198%64(5): p. 977-90.

Taggart, P., et allnterplay between adrenaline and interbeat intergal ventricular
repolarisation in intact heart in vivaCardiovasc Res, 199P4(11): p. 884-95.

Ogura, K., et al.Inhibition of beta-adrenergic signaling by intrakgéar AMP is
independent of cell-surface adenosine receptorsaincardiac cells.J Mol Cell
Cardiol, 200743(5): p. 648-52.

Belardinelli, L. and G. Isenberggctions of adenosine and isoproterenol on isolated
mammalian ventricular myocyteSirc Res, 19833(3): p. 287-97.

Malfatto, G., M. Rocchetti, and A. ZaZEhe role of the autonomic system in rate-
dependent repolarization changéseart Rhythm, 2010(11): p. 1700-3.

Taggart, P., et alEffect of adrenergic stimulation on action potehtauration
restitution in humansCirculation, 20031072): p. 285-9.

Szentadrassy, N., et @\pico-basal inhomogeneity in distribution of ioraanels in
canine and human ventricular myocardiuGardiovasc Res, 20065(4): p. 851-60.
Lameh, J., et alStructure and function of G protein coupled recempt®harm Res,
1990.7(12): p. 1213-21.

Jenkinson, D.HClassification and properties of peripheral adregierreceptorsBr
Med Bull, 1973292): p. 142-7.

Piascik, M.T. and D.M. PereAlphal-adrenergic receptors: new insights and
directions.J Pharmacol Exp Ther, 20(2982): p. 403-10.

Perez, D.M., M.B. DeYoung, and R.M. Grah&voupling of expressed alpha 1B- and
alpha 1D-adrenergic receptor to multiple signalipgthways is both G protein and
cell type specificMol Pharmacol, 199314(4): p. 784-95.

Forst, Z., Kémiai ingeruletatvitel. Kolinerg €és adrenerg trandsszi¢ in
Farmakoldgia 2004, Medicina Kdnyvkiadd Rt: Budapest.

73



20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Ruffolo, R.R., Jr. and J.E. WadddReceptor interactions of imidazolines: alpha-
adrenoceptors of rat and rabbit aortae differendi@dtby relative potencies, affinities
and efficacies of imidazoline agonisBs.J Pharmacol, 19827(1): p. 169-76.

Stiles, G.L., S. Taylor, and R.J. Lefkowityman cardiac beta-adrenergic receptors:
subtype heterogeneity delineated by direct radawia binding.Life Sci, 1983.33(5):

p. 467-73.

Manalan, A.S., H.R. Besch, Jr., and A.M. Waten&haracterization of [S3H](+/-
)carazolol binding to beta-adrenergic receptors. piqation to study of beta-
adrenergic receptor subtypes in canine ventricutayocardium and lungCirc Res,
1981.49(2): p. 326-36.

Lohse, M.J., S. Engelhardt, and T. Eschenhayat is the role of beta-adrenergic
signaling in heart failureirc Res, 20033(10): p. 896-906.

Stiles, G.L., et al.The cardiac beta-adrenergic receptor. Structurahigarities of
beta 1 and beta 2 receptor subtypes demonstratephbyoaffinity labeling.J Biol
Chem, 198325813): p. 8443-9.

El-Armouche, A. and T. Eschenhag8eta-adrenergic stimulation and myocardial
function in the failing heartdeart Fail Rev, 2009.4(4): p. 225-41.

Skeberdis, V.A.Structure and function of beta3-adrenergic receptdvliedicina
(Kaunas), 20040(5): p. 407-13.

Yang, J., et alA pathway and network review on beta-adrenocepigmading and
beta blockers in cardiac remodelingeart Fail Rev, 2013.

Lefkowitz, R.J.G protein-coupled receptors. Ill. New roles for eptor kinases and
beta-arrestins in receptor signaling and desenaiion. J Biol Chem, 199827330):

p. 18677-80.

Sunahara, R.K., C.W. Dessauer, and A.G. Giln@omplexity and diversity of
mammalian adenylyl cyclasesnnu Rev Pharmacol Toxicol, 19986. p. 461-80.
Buck, J., et al.Cytosolic adenylyl cyclase defines a unique sigwginolecule in
mammalsProc Natl Acad Sci U S A, 19996(1): p. 79-84.

Chang, J.C. and R.P. Oude-Elferirkgle of the bicarbonate-responsive soluble
adenylyl cyclase in pH sensing and metabolic retjuta Front Physiol, 20145: p.
42.

Cooper, D.M., et al.Ca(2+)-sensitive adenylyl cyclaseBdv Second Messenger
Phosphoprotein Res, 198 p. 23-51.

Espinasse, |., et aDecreased type VI adenylyl cyclase mRNA conceotrand
Mg(2+)-dependent adenylyl cyclase activities andhamged type V adenylyl cyclase
MRNA concentration and Mn(2+)-dependent adenylglasg activities in the left
ventricle of rats with myocardial infarction andigstanding heart failureCardiovasc
Res, 199942(1): p. 87-98.

Rochais, F., et alh specific pattern of phosphodiesterases contf@scAMP signals
generated by different Gs-coupled receptors in tadatl ventricular myocytesCirc
Res, 200698(8): p. 1081-8.

Thomas, D., et alDeletion of protein kinase A phosphorylation sileshe HERG
potassium channel inhibits activation shift by piotkinase AJ Biol Chem, 1999.
274(39): p. 27457-62.

Wallukat, G.The beta-adrenergic receptotderz, 200227(7): p. 683-90.

Marx, S.O. and A.R. Mark&egulation of the ryanodine receptor in heart fealu
Basic Res Cardiol, 20097 Suppl t p. 149-51.

Mattiazzi, A., et al.Role of phospholamban phosphorylation on Thrl7 ardiac
physiological and pathological conditionSardiovasc Res, 20068(3): p. 366-75.

74



39.

40.

4].

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

Chen, P.P., et aProtein kinase A-induced myofilament desensitiratioCa(2+) as
a result of phosphorylation of cardiac myosin-bmglprotein C.J Gen Physiol, 2010.
136(6): p. 615-27.

van der Heyden, M.A., T.J. Winhoven, and T.tHof Molecular aspects of
adrenergic modulation of the transient outward @mt. Cardiovasc Res, 20081(3):
p. 430-42.

Rybin, V.O. and S.F. SteinbeRyotein kinase C isoform expression and regulaiion
the developing rat hearCirc Res, 199474(2): p. 299-309.

Puceat, M., et alDifferential regulation of protein kinase C isofasnin isolated
neonatal and adult rat cardiomyocytdsBiol Chem, 199426924): p. 16938-44.
Nakanishi, H., K.A. Brewer, and J.H. Extéwtivation of the zeta isozyme of protein
kinase C by phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosehdt Biol Chem, 19932681): p.
13-6.

Gschwendt, M., et aProtein kinase C zeta and eta in murine epiderifi®A induces
down-regulation of PKC eta but not PKC zef&BS Lett, 19923072): p. 151-5.
Jalili, T., et al.PKC translocation without changes in Galphaq andCHieta protein
abundance in cardiac hypertrophy and failukem J Physiol, 19992776 Pt 2): p.
H2298-304.

Hayashi, A., et alIRKCnu, a new member of the protein kinase C farodyposes a
fourth subfamily with PKCmuBiochim Biophys Acta, 1999.45Q1): p. 99-106.
Erdbrugger, W., et aRrotein kinase C isoenzymes in rat and human csaedicular
tissuesBr J Pharmacol, 199720(2): p. 177-86.

Braz, J.C., et alPKC-alpha regulates cardiac contractility and praoysgty toward
heart failure.Nat Med, 200410(3): p. 248-54.

Bowling, N., et al.Increased protein kinase C activity and expressmbnCa2+-
sensitive isoforms in the failing human he&irculation, 199999(3): p. 384-91.
Inoguchi, T., et al.Preferential elevation of protein kinase C isofobmta Il and
diacylglycerol levels in the aorta and heart of loiic rats: differential reversibility to
glycemic control by islet cell transplantatidAroc Natl Acad Sci U S A, 19989(22):
p. 11059-63.

Steinberg, S.FCardiac actions of protein kinase C isoforrRhysiology (Bethesda),
2012.27(3): p. 130-9.

Dorn, G.W., 2nd, et alSustained in vivo cardiac protection by a ratiogatlesigned
peptide that causes epsilon protein kinase C taoalon.Proc Natl Acad Sci U S A,
1999.96(22): p. 12798-803.

Disatnik, M.H., G. Buraggi, and D. Mochly-Rosé&wcalization of protein kinase C
isozymes in cardiac myocytéxp Cell Res, 199210(2): p. 287-97.

Bos, J.L.Epac: a new cAMP target and new avenues in cCAMParet.Nat Rev Mol
Cell Biol, 2003.4(9): p. 733-8.

Kawasaki, H., et alA family of cAMP-binding proteins that directly aette Rapl.
Science, 1998825397): p. 2275-9.

Rehmann, H., et aBtructure and regulation of the cAMP-binding donsami Epac?.
Nat Struct Biol, 200310(1): p. 26-32.

Wang, H., et al.Phospholipase C epsilon modulates beta-adrenergieptor-
dependent cardiac contraction and inhibits cardiagpertrophy.Circ Res, 2005.
97(12): p. 1305-13.

Pereira, L., et al.The cAMP binding protein Epac modulates Ca2+ spdmksa
Ca2+/calmodulin kinase signalling pathway in ratrdec myocytesJ Physiol, 2007.
583(Pt 2): p. 685-94.

75



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

17.

78.

Zaza, A.,An introduction to Cardiac Cellular Electrophysigp 2000, Harwood
Academic Publishers, Newark. p. 59-82.

Shimoni, Y., R.B. Clark, and W.R. Gile€Rple of an inwardly rectifying potassium
current in rabbit ventricular action potential. Physiol, 1992448 p. 709-27.

Li, G.R., et al.;Transmural heterogeneity of action potentials atal lin myocytes
isolated from the human right ventricikkm J Physiol, 1998752 Pt 2): p. H369-77.
Fulop, L., et al.Reopening of L-type calcium channels in human ieeréir myocytes
during applied epicardial action potentialé.cta Physiol Scand, 200480Q(1): p. 39-
47.

Liu, D.W. and C. AntzelevitclCharacteristics of the delayed rectifier currenkrl
and IKs) in canine ventricular epicardial, midmyodel, and endocardial myocytes.
A weaker IKs contributes to the longer action pttdrof the M cell.Circ Res, 1995.
76(3): p. 351-65.

Norbert Szentandrassy, J.M., Péter Pal Nanggctrical inhomogeneity in
mammalian ventricular myocardiynin Advances in cardiomyocyte researdh.P.
Nanasi, Editor. 2009, Transworld Research Netwidgtala. p. 76-79.

Drici, M.D. and J. BarhaninCardiac K+ channels and drug-acquired long QT
syndromeTherapie, 200(65(1): p. 185-93.

Carbone, E. and H.D. LuKjnetics and selectivity of a low-voltage-activatadcium
current in chick and rat sensory neurong$2hysiol, 1987386 p. 547-70.

Benitah, J.P., et al\joltage-gated Ca2+ currents in the human pathophggic
heart: a reviewBasic Res Cardiol, 20027 Suppl X p. 111-8.

Marban E, O.R.B., i€ardiac Electrophysiology: From Cell to BedsideJ. Douglas
P. Zipes, Editor. 1995, Saunders: Philadelphid1p21.

Fozzard, H.A Excitation-contraction coupling in the heafdv Exp Med Biol, 1991.
308 p. 135-42.

Ertel, E.A., et al.Nomenclature of voltage-gated calcium channd&lsuron, 2000.
25(3): p. 533-5.

Welling, A., et al.Alternatively spliced 1S6 segments of the alphaggé@e determine
the tissue-specific dihydropyridine sensitivitycafdiac and vascular smooth muscle
L-type Ca2+ channelirc Res, 199781(4): p. 526-32.

Hille, B., inlon channels of Excitable Membran@®01, Sinauer: Dunderland. p. 95-
129.

Catterall, W.A.,Structure and function of voltage-sensitive ion rofels. Science,
1988.2424875): p. 50-61.

Hagiwara, S., J. Fukuda, and D.C. EaMambrane currents carried by Ca, Sr, and
Ba in barnacle muscle fiber during voltage clardgsen Physiol, 197463(5): p. 564-
78.

Yamaguchi, H., et alMultiple modulation pathways of calcium channelhatt by a
beta subunit. Direct evidence of beta subunit pgréition in membrane trafficking of
the alphalC subunitl Biol Chem, 199&87330): p. 19348-56.

Gurnett, C.A., M. De Waard, and K.P. CampbBllal function of the voltage-
dependent Ca2+ channel alpha 2 delta subunit inrenir stimulation and subunit
interaction.Neuron, 199616(2): p. 431-40.

Shistik, E., et al.Ca2+ current enhancement by alpha 2/delta and Isetaunits in
Xenopus oocytes: contribution of changes in chagaghg and alpha 1 protein level.
J Physiol, 1995489 ( Pt 1) p. 55-62.

Benitah, J.P., J.L. Alvarez, and A.M. Gomkzype Ca(2+) current in ventricular
cardiomyocytes] Mol Cell Cardiol, 201048(1): p. 26-36.

76



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Findlay, I.,Physiological modulation of inactivation in L-tyg&a2+ channels: one
switch.J Physiol, 2004554(Pt 2): p. 275-83.

Lee, A., et al.Ca2+/calmodulin binds to and modulates P/Q-typecicath channels.
Nature, 19993996732): p. 155-9.

Hockerman, G.H., et alMolecular determinants of high affinity phenylatkyline
block of L-type calcium channels in transmembraswsent [1IS6 and the pore region
of the alphal subunifl Biol Chem, 199727230): p. 18759-65.

Striessnig, J.Pharmacology, structure and function of cardiac ypa Ca(2+)
channelsCell Physiol Biochem, 1999(4-5): p. 242-69.

Vassort, G., et alEffects of adrenaline on membrane inward currenisnd the
cardiac action potentialPflugers Arch, 1968091): p. 70-81.

Catterall, W.A.Structure and regulation of voltage-gated Ca2+ amais. Annu Rev
Cell Dev Biol, 200016: p. 521-55.

Gao, T., et alldentification and subcellular localization of tleibunits of L-type
calcium channels and adenylyl cyclase in cardiameytes.J Biol Chem, 1997.
27231): p. 19401-7.

Gray, P.C., et alRrimary structure and function of an A kinase anahg protein
associated with calcium channeldeuron, 199820(5): p. 1017-26.

Fraser, 1.D., et alA novel lipid-anchored A-kinase Anchoring Proteacilitates
CcAMP-responsive membrane evelsbo j, 199817(8): p. 2261-72.

Bunemann, M., et alEunctional regulation of L-type calcium channela yrotein
kinase A-mediated phosphorylation of the beta(@usi. J Biol Chem, 1999.
274(48): p. 33851-4.

Satoh, H.Jnhibition in L-type Ca2+ channel by stimulation pfotein kinase C in
isolated guinea pig ventricular cardiomyocyt&@en Pharmacol, 19923(6): p. 1097-
102.

Snyders, D.JStructure and function of cardiac potassium chasnéardiovasc Res,
1999.42(2): p. 377-90.

Nerbonne, J.MMolecular basis of functional voltage-gated K+ chahdiversity in
the mammalian myocardiurd.Physiol, 2000625 Pt 2 p. 285-98.

Oudit, G.Y., et al.,The molecular physiology of the cardiac transienitward
potassium current (I(to)) in normal and diseasedooaydium.J Mol Cell Cardiol,
2001.33(5): p. 851-72.

Hiraoka, M. and S. Kawan&alcium-sensitive and insensitive transient outward
current in rabbit ventricular myocyted.Physiol, 198%410. p. 187-212.

Jost, N., et al.Effect of the antifibrillatory compound tedisamiKG-8857) on
transmembrane currents in mammalian ventricular oyyes.Curr Med Chem, 2004.
11(24): p. 3219-28.

Zygmunt, A.C., et al.lLarger late sodium conductance in M cells contrdsuto
electrical heterogeneity in canine ventrickm J Physiol Heart Circ Physiol, 2001.
281(2): p. H689-97.

Hirano, Y. and M. Hiraokd&arium-induced automatic activity in isolated veécuiar
myocytes from guinea-pig hearfsPhysiol, 1988395 p. 455-72.

Dixon, J.E., et alRole of the Kv4.3 K+ channel in ventricular musdemolecular
correlate for the transient outward currer@irc Res, 19967/9(4): p. 659-68.

Guo, W., et al.Role of heteromultimers in the generation of mydizdrtransient
outward K+ currentsCirc Res, 200290(5): p. 586-93.

Roberds, S.L. and M.M. Tamkumlevelopmental expression of cloned cardiac
potassium channel&EBS Lett, 1991284(2): p. 152-4.

77



100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Holmqvist, M.H., et al.Elimination of fast inactivation in Kv4 A-type petaum
channels by an auxiliary subunit domafroc Natl Acad Sci U S A, 20029(2): p.
1035-40.

Campbell, D.L., et alThe calcium-independent transient outward potasssument
in isolated ferret right ventricular myocytes. la®c characterization and kinetic
analysis.J Gen Physiol, 1993.01(4): p. 571-601.

Benndorf, K. and B. Niliugroperties of an early outward current in singldlsef
the mouse ventriclé&sen Physiol Biophys, 1988(5): p. 449-66.

Gross, G.J., R.P. Burke, and N.A. Cas@libaracterisation of transient outward
current in young human atrial myocyt€zardiovasc Res, 19989(1): p. 112-7.

Szabo, G., et ahsymmetrical distribution of ion channels in canared human left-
ventricular wall: epicardium versus midmyocardiuRflugers Arch, 2005450(5): p.
307-16.

Varro, A., et al.lonic currents and action potentials in rabbit, ya&tnd guinea pig
ventricular myocytesBasic Res Cardiol, 19988(2): p. 93-102.

Nabauer, M., et alRegional differences in current density and ratpafelent
properties of the transient outward current in spigardial and subendocardial
myocytes of human left ventrict@irculation, 199693(1): p. 168-77.

lost, N., et al.Delayed rectifier potassium current in undiseasednan ventricular
myocytesCardiovasc Res, 19980(3): p. 508-15.

Grissmer, S., et aPharmacological characterization of five clonedtagle-gated K+
channels, types Kv1.1, 1.2, 1.3, 1.5, and 3.1 )ys@tpressed in mammalian cell lines.
Mol Pharmacol, 19945(6): p. 1227-34.

Abbott, G.W., et al.MiRP1 forms IKr potassium channels with HERG and is
associated with cardiac arrhythmi@ell, 1999.97(2): p. 175-87.

Spector, P.S., et akast inactivation causes rectification of the IKmannel.J Gen
Physiol, 19961075): p. 611-9.

Laszl6 Virag, I.B.Rapid and slow delayed rectifier potassium curreatsl the
repolarization reservein Advances in cardiomyocyte resear¢hP. Nanasi, Editor.
2009, Transworld Research Network: Kerala. p. 120-1

Varro, A., et al.The role of the delayed rectifier component IKslag ventricular
muscle and Purkinje fibre repolarizatioh Physiol, 2000623 Pt X p. 67-81.

Ho, W.K., et al.Yoltage- and time-dependent block of delayed recti+ current in
rabbit sino-atrial node cells by external Ca2+ akdj2+. J Physiol, 1996494 ( Pt 3)
p. 727-42.

Mitcheson, J.S., et al structural basis for drug-induced long QT syndeoifAroc
Natl Acad Sci U S A, 200®7(22): p. 12329-33.

Heath, B.M. and D.A. TerraRrotein kinase C enhances the rapidly activating
delayed rectifier potassium current, IKr, throughiedduction in C-type inactivation in
guinea-pig ventricular myocyted.Physiol, 2000622 Pt 3 p. 391-402.

Wang, L., et al.Developmental changes in the delayed rectifier Krarmels in
mouse heartCirc Res, 199679%1): p. 79-85.

Volders, P.G., et aDQownregulation of delayed rectifier K(+) currents dogs with
chronic complete atrioventricular block and acquir®rsades de pointe€irculation,
1999.10024): p. 2455-61.

Balser, J.R., P.B. Bennett, and D.M. RodEme-dependent outward current in
guinea pig ventricular myocytes. Gating kineticstbé delayed rectifierJ Gen
Physiol, 199096(4): p. 835-63.

78



119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

Thomas, G.P., U. Gerlach, and C. AntzelevidbR 1556, a potent and selective
blocker of slowly activating delayed rectifier ps$aum current.J Cardiovasc
Pharmacol, 200311(1): p. 140-7.

Varnum, M.D., et alThe min K channel underlies the cardiac potassiument IKs
and mediates species-specific responses to prkiease C.Proc Natl Acad Sci U S
A, 1993.90(24): p. 11528-32.

Bosch, R.F., et alEffects of the chromanol 293B, a selective bloaKethe slow,
component of the delayed rectifier K+ current, epolarization in human and guinea
pig ventricular myocytesCardiovasc Res, 19988(2): p. 441-50.

Lengyel, C., et alPharmacological block of the slow component of tlgward
delayed rectifier current (I(Ks)) fails to lengtheabbit ventricular muscle QT(c) and
action potential durationBr J Pharmacol, 200132(1): p. 101-10.

Nakashima, H., et aln vivo electrophysiological effects of a selecsl@v delayed-
rectifier potassium channel blocker in anesthetideds: potential insights into class
lIl actions. Cardiovasc Res, 20081(4): p. 705-14.

Jost, N., et alRestricting excessive cardiac action potential i prolongation: a
vital role for IKs in human ventricular muscl€irculation, 2005112(10): p. 1392-9.
Lopatin, A.N., E.N. Makhina, and C.G. NichoBptassium channel block by
cytoplasmic polyamines as the mechanism of intrimectification. Nature, 1994.
3726504): p. 366-9.

Koumi, S., et albeta-Adrenergic modulation of the inwardly rectikyi potassium
channel in isolated human ventricular myocyteseralion in channel response to
beta-adrenergic stimulation in failing human heardsClin Invest, 199596(6): p.
2870-81.

McGrath, J.C., et alGuidelines for reporting experiments involving aals the
ARRIVE guidelineBr J Pharmacol, 20106Q(7): p. 1573-6.

Persson, P.B.Good publication practice in physiology 2013: reads author
guidelines for Acta PhysiologicActa Physiologica, 2012094): p. 250-253.
Fischmeister, R., et alChannel currents during spontaneous action poténtia
embryonic chick heart cells. The action potentetich clampBiophys J, 198446(2):

p. 267-71.

Katsube, Y., et alDifferences in isoproterenol stimulation of Ca2+ri@nt of rat
ventricular myocytes in neonatal compared to adtlir J Pharmacol, 199817(2-3):

p. 391-400.

Banyasz, T., et aReverse rate dependency is an intrinsic propertyaoine cardiac
preparations Cardiovasc Res, 20084(2): p. 237-44.

Chen-lzu, Y., et al.G(i)-dependent localization of beta(2)-adrenergieceptor
signaling to L-type Ca(2+) channelBiophys J, 2000/95): p. 2547-56.

Kuschel, M., et alG(i) protein-mediated functional compartmentalipatiof cardiac
beta(2)-adrenergic signalingl. Biol Chem, 199R74(31): p. 22048-52.

Lemoine, H., B. Ehle, and A.J. Kaumabirect labelling of beta 2-adrenoceptors.
Comparison of binding potency of 3H-ICI 118,551 dnidcking potency of ICI
118,551 Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol, 1838(1): p. 40-51.

Kaumann, A.J. and H. LemoinBeta 2-adrenoceptor-mediated positive inotropic
effect of adrenaline in human ventricular myocandiuQuantitative discrepancies
with binding and adenylate cyclase stimulatioNaunyn Schmiedebergs Arch
Pharmacol, 19873354): p. 403-11.

Levesque, P.C., et aAnion and cation modulation of the guinea-pig viendar
action potential during beta-adrenoceptor stimudatiPflugers Arch, 1993424(1): p.
54-62.

79



137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

Jost, N., et alContribution of | Kr and | K1 to ventricular repalization in canine
and human myocytes: is there any influence of agbatential duration”Basic Res
Cardiol, 2009104(1): p. 33-41.

Banyasz, T., et alEndocardial versus epicardial differences in L-typalcium
current in canine ventricular myocytes studied lofian potential voltage clamp.
Cardiovasc Res, 20038(1): p. 66-75.

Linz, KW. and R. MeyerControl of L-type calcium current during the action
potential of guinea-pig ventricular myocytdsPhysiol, 199813 ( Pt 2) p. 425-42.
Kamp, T.J. and J.W. HeRegulation of cardiac L-type calcium channels bgtgin
kinase A and protein kinase Circ Res, 200087(12): p. 1095-102.

Liu, G.X., et al.Differential conditions for early after-depolarizahs and triggered
activity in cardiomyocytes derived from transgeni@T1 and LQT2 rabbits]l Physiol,
2012.590(Pt 5): p. 1171-80.

Post, S.R., H.K. Hammond, and P.A. InBa{a-adrenergic receptors and receptor
signaling in heart failureAnnu Rev Pharmacol Toxicol, 19989: p. 343-60.

Xiao, R.P. and E.G. LakattBeta 1-adrenoceptor stimulation and beta 2-
adrenoceptor stimulation differ in their effects oontraction, cytosolic Ca2+, and
Ca2+ current in single rat ventricular cell€irc Res, 199373(2): p. 286-300.

Davare, M.A., et alA beta2 adrenergic receptor signaling complex asdedwith
the Ca2+ channel Cavl.&cience, 20012935527): p. 98-101.

Nikolaev, V.O., et al.Beta2-adrenergic receptor redistribution in headildire
changes cAMP compartmentati@®cience, 201®B275973): p. 1653-7.

Xiao, R.P., X. Ji, and E.G. Lakatknctional coupling of the beta 2-adrenoceptor to
a pertussis toxin-sensitive G protein in cardiacoowes. Mol Pharmacol, 1995.
47(2): p. 322-9.

Best, J.M. and T.J. Kampifferent subcellular populations of L-type Ca2-+arimels
exhibit unique regulation and functional roles iardiomyocytesJ Mol Cell Cardiol,
2012.52(2): p. 376-87.

Zhu, Y., et al.Sex differences in repolarization and slow delasgdifier potassium
current and their regulation by sympathetic stintida in rabbits. Pflugers Arch,
2013.4656): p. 805-18.

Harada, K. and T. lijimdifferential modulation by adenylate cyclase of €athd
delayed K+ current in ventricular myocyte&m J Physiol, 19942664 Pt 2): p.
H1551-7.

Walsh, K.B., T.B. Begenisich, and R.S. KaBsfa-adrenergic modulation in the
heart. Independent regulation of K and Ca channiéfiigers Arch, 1988411(2): p.
232-4.

Heijman, J., et alLocal control of beta-adrenergic stimulation: Effeon ventricular
myocyte electrophysiology and Ca(2+)-transiehtviol Cell Cardiol, 201150(5): p.
863-71.

Nalivaiko, E., C.G. De Pasquale, and W.W. 8teg Ventricular arrhythmias
triggered by alerting stimuli in conscious rabbjpse-treated with dofetilideBasic
Res Cardiol, 20089(2): p. 142-51.

Roden, D.M.Pharmacogenetics and drug-induced arrhythmi@ardiovasc Res,
2001.50(2): p. 224-31.

Biliczki, P., et al., Interaction of different potassium channels in ¢acd
repolarization in dog ventricular preparations: mlof repolarization reserveBr J
Pharmacol, 2002L373): p. 361-8.

Salata, J.J., et a\,novel benzodiazepine that activates cardiac slelayed rectifier
K+ currents.Mol Pharmacol, 199&4(1): p. 220-30.

80



DEBRECENI EGYETEM —
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR ml][[NK

www lib.unideb.hu

PUBLIKACIOK

Iktatészam: ~ DEENKETK/96/2014.
Tételszam:
Targy: Ph.D. Publikaciés Lista

Jelolt: Ruzsnavszky Ferenc
Neptun kéd: SUNUH3
Doktori Iskola: Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola

Mtmt azonosit6é: 10036808

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kézlemények

1. Ruzsnavszky, F., Hegyi, B., Kistamas, K., Vaczi, K., Horvath, B., Szentandrassy, N., Banyasz, T.,
Nanasi, P.P., Magyar, J.: Asynchronous activation of calcium and potassium currents by
isoproterenol in canine ventricular myocytes.

Naunyn-Schmiedebergs Arch. Pharmacol. 387 (5), 457-467, 2014.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00210-014-0964-6
IF:2.147 (2012)

2. Farkas, V., Szentandrassy, N., Barandi, L., Hegyi, B., Ruzsnavszky, F., Ruzsnavszky, O.,
Horvath, B., Banyasz, T., Magyar, J., Marton, |., Nanasi, P.P.: Interaction between Ca2+
channel blockers and isoproterenol on L-type Ca2+ current in canine ventricular
cardiomyocytes.

Acta Physiol. 206 (1), 42-50, 2012.
DOI: http://dx.doi.org/10.1111/j.1748-1716.2012.02448.x
IF:4.382

3. Szentandrassy, N., Farkas, V., Barandi, L., Hegyi, B., Ruzsnavszky, F., Horvath, B., Banyasz, T.,
Magyar, J., Marton, I., Nanasi, P.P.: Role of action potential configuration and the contribution
of Ca2+ and K+ currents to isoprenaline-induced changes in canine ventricular cells.

Br. J. Pharmacol. 167 (3), 599-611, 2012.
DOI: http://dx.doi.org/10.1111/j.1476-5381.2012.02015.x
IF:5.067

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. o Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 45. & Tel.: (52) 518—600
E-mail publikaciok@lib.unideb.hu & Honlap: lib.unideb.hu

81



DEBRECENI EGYETEM —
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR mn[[NK

www lib.unideb hu

PUBLIKACIOK

Tovabbi Kézlemények

4. Hegyi, B., Komaromi, |., Kistamas, K., Ruzsnavszky, F., Vaczi, K., Horvath, B., Magyar, J.,

Banyasz, T., Nanasi, P.P., Szentandrassy, N.: Tetrodotoxin Blockade on Canine Cardiac L-
Type Ca2+ Channels Depends on pH and Redox Potential.

Mar Drugs. 11 (6), 2140-2153, 2013.

DOI: http://dx.doi.org/10.3390/md 11062140

IF:3.978 (2012)

5. Jenes, A, Szigeti, G.P., Ruzsnavszky, F., Varga, A., Lérincz, L., Csernoch, L.: Nicotine interferes

with purinergic signaling in smooth muscle cells isolated from urinary bladders of patients
with lower urinary tract symptoms.

Gen. Physiol. Biophys. 32 (3), 295-302, 2013.

DOI: http://dx.doi.org/10.4149/gpb_2013033

IF:0.852 (2012)

6. Kistamas, K., Szentandrassy, N., Hegyi, B., Ruzsnavszky, F., Vaczi, K., Barandi, L., Horvath, B.,

Szebeni, A., Magyar, J., Banyasz, T., Kecskeméti, V., Nanasi, P.P.: Effects of pioglitazone on
cardiac ion currents and action potential morphology in canine ventricular myocytes.

Eur. J. Pharmacol. 710 (1-3), 10-19, 2013.

DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2013.03.047

IF:2.592 (2012)

7. Szabd, L., Szentandrassy, N., Kistamas, K., Hegyi, B., Ruzsnavszky, F., Vaczi, K., Horvath, B.,

Magyar, J., Banyasz, T., Pal, B., Nanasi, P.P.: Effects of tacrolimus on action potential
configuration and transmembrane ion currents in canine ventricular cells.
Naunyn-Schmiedebergs Arch. Pharmacol. 386 (3), 239-246, 2013.

DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00210-012-0823-2

IF:2.147 (2012)

8. Czikora, A., Lizanecz, E., Baké, P., Rutkai, |., Ruzsnavszky, F., Magyar; J., Pérszasz, R., Kark,

T., Facskd, A., Papp, Z., Edes, |., Téth, A.: Structure-activity. relationships of vanilloid receptor
agonists for arteriolar TRPV1.

Br. J. Pharmacol. 165 (6), 1801-1812, 2012.

DOI: http://dx.doi.org/10.1111/j.1476-5381.2011.01645.x

IF:5.067

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. o Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 45. & Tel.: (52) 518-600
E-mail publikaciok@lib.unideb.hu & Honlap: lib.unideb.hu

82



DEBRECENI EGYETEM —
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR mﬂ[[NK

www lib.unideb.hu

PUBLIKACIOK

9. Jenes, A., Ruzsnavszky, F., Telek, A., Szigeti, G.P., Csernoch, L.: A possible role of the
cholinergic and purinergic receptor interaction in the regulation of the rat urinary bladder
function.

J. Muscle Res. Cell Motil. 32 (6), 421-431, 2012.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s10974-012-9285-x
IF:1.358

10. Harmati, G., Papp, F., Szentandrassy, N., Barandi, L., Ruzsnavszky, F., Horvath, B., Banyasz,
T., Magyar, J., Panyi, G., Krasznai, Z., Nanasi, P.P.: Effects of the PKC inhibitors
chelerythrine and bisindolylmaleimide | (GF 109203X) on delayed rectifier K(+) currents.
Naunyn Schmiedebergs Arch. Pharmacol. 383 (2), 141-148, 2011.

DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00210-010-0584-8
IF:2.647

11. Magyar, J., Jenes, A., Kistamas, K., Ruzsnavszky, F., Nanasi, P.P., Satin, J., Szentandrassy, N.,
Banyasz, T.: Long term regulation of cardiac L-type calcium channel by small G proteins.
Curr. Med. Chem. 18 (24), 3714-3719, 2011.
DOI: http://dx.doi.org/10.2174/0929867 11796642436
IF:4.859

12. Szentandrassy, N., Nagy, D., Ruzsnavszky, F., Harmati, G., Banyasz, T., Magyar, J.,
Szentmiklési, J.A., Nanasi, P.P.: Powerful technique to test selectivity of agents acting on
cardiac ion channels: The action potential voltage-clamp.

Curr. Med. Chem. 18 (24), 3737-3756, 2011.
DOI: http://dx.doi.org/10.2174/0929867 11796642418
IF:4.859

A ko6zl6 folyoiratok dsszesitett impakt faktora: 39.955

A ko6zl6 folyoiratok 6sszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kdzleményekre):
11.596

A DEENK Kenézy Elettudomanyi Kényvtar a Jelélt altal a Publikacios Adatbazisha feltéltott adatok
bibliografiai és tudomanymetriai ellenérzését a tudomanyos adatbazisok ésa Journal Citation Reports
Impact Factor lista alapjan elvégezte.

Debrecen, 2014.05.06

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. & Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 45. & Tel.: (52) 518-600
E-mail publikaciok@lib.unideb.hu @ Honlap: lib.unideb.hu

83



Targyszavak

Akcibs potenciélp-adrenerg receptorokg| Iks, izoproterenol, kés k&liumaram,
kalciuméaram, kalciumcsatorna-blokkolok, kutya kainsedvizomsejtek, kamrai repolarizacio,
patch clamp.

Keywords

Action potential 3-adrenergic receptorsq] Is, isoproterenol, late potassium current,
calcium current, calcium channel blockers, caniaetricular myocytes, ventricular
repolarisation, patch clamp.

84



Kdszonetnyilvanitas

Koszonetemet fejezem ki dr. Csernoch Laszl6 prafessérnak, aki az Elettani Intézet
igazgatojaként megteremtette az ertekezésben betkizerletek Kivitelezésének feltételeit.

Kdszondm témavez@nnek, dr. Magyar Janos professzor Urnak aldozatkégitségét,
batoritasat, elméleti és gyakorlati tanacsait, gakddel bevezetett a laboratérium mindennapi
életébe, valamint az értekezés megirasaban nyagliil6zhetetlen segitségeét.

Kdszonettel tartozom az Sziv-elektrofiziolégia Lediorium vezeijenek, dr. Nanasi
Péter professzor Urnak a hasznos tanacsokért édtasért. Emellett szeretnék kdszonetet
mondani dr. Szentandrassy Norbertnek, dr. Banyaszisnak és dr. Horvath Balazsnak, akik
szamtalan elméleti és gyakorlati Utmutatassal sigiit Koszonettel tartozom jelenlegi és
volt munkatarsaimnak, dr. Barandi Laszl6 Viktornak, Hegyi Bencének, dr. Vaczi
Krisztindnak és Kistamas Kornélnak a mérések Weziesében nydjtott segitséguikert,
emellett az Elettani Intézet minden jelenlegi édt vounkatarsanak, hogy tamogattak és
segitették munkamat.

A kisérletek alkészitése soran nélkilozhetetlen segitséget ntaktdtighné Horvath

Katalin és Sagi Eva asszisztensek.

A doktori képzési programot a TAMOP-4.2.2/B-10/11260024 sz. projekt tamogatta. A

projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Eurépeocialis Alap tarsfinanszirozasaval

valdésult meg.

85



