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2. Bevezetés, nemzetkozi elozmények

2.1. Az szivizomsejtek [Ca’]; reguldcidja élettani koriilmények kozott

A ritmikus szivmikodést a sinuscsomoban kialakuld és onnan az ingeriiletvezetd
rendszeren, majd a munkaizomzaton tovaterjedé akcids potencidlok hozzak létre. Az akcids

potencidl (AP), a sejten beliili kalcium koncentraci6 ([Ca*'],) tranziens emelkedését idézi elo,
amely a kontraktilis rendszert aktivalja. A [Ca?'], emelkedése els6sorban a kalcium raktarakbol

(szarkoplazmatikus retikulum, SR) torténo felszabadulas eredménye (Beuckelmann és Wier, 1988;
Jorgensen és mtsai, 1988; Sipido és Wier, 1991), ami az SR Ca?"-csatornak (rianodin-receptorok)
megnyiladsa révén jon 1étre. A sejten beliil szabadda valo Ca?" nagy része specializalt Ca?*-koto
fehérjékhez kapcsolodik, melyek konformaciovaltozasa kozvetit a sejten beliili Ca?* szintben beallo
valtozas és az élettani funkcio kozott (Fabiato, 1983; Bers, 2000). Az 6sszehuzodast a vékony
filamentumon elhelyezkedd troponin komplex szabalyozza, amely a Ca?"-ok kotése utjan biztositja
a vékony- és a vastag filamentumok ciklikus kapcsolatat, ezaltal a sejt megrovidiilését (Bers,
2001). Az energiaigényes ciklus akkor zéarul le, amikor a Ca?>" szint az Osszehtizodas elotti

nyugalmi értékre tér vissza (De Clerck, 1991). Az [Ca?*], csokkentésében kiemelkedo szereppel bir

az SR-be torténd aktiv visszavétel (Beuckelmann és Wier, 1988; Callewaert, 1992), amely szintén
energiaigényes folyamat, valamint a sejtmembranon keresztiil lezajlo Na'-Ca*" cseremechanizmus.
Ez a folyamat transsarcolemmalis iondramot eredményez, mivel egy Ca?" transzportjat harom Na*
ellentétes iranyt mozgasa kiséri (Kimura ¢€s mtsai, 1986; Mechmann ¢s Pott; Beuckelmann ¢és

Wier, 1988).

2.2. [Ca’"] fiiggd iondramok

A Na'-Ca®* cseremechanizmuson kivill az [Ca*]. emelkedése mas membranaramok
megjelenését is eredményezi. Kiilonb6z6 szivizom preparatumokon ismertté valt egy [Ca*']-fliggod
nemspecifikus kation dram (Kass és mtsai, 1978; Cannell és Lederer, 1986; Ehara és mtsai, 1988),
egy [Ca*]-fliggd kalium aram (Callewaert és mtsai, 1986), és egy [Ca*"].-fliggd klorid aram is
(Zygmunt és Gibbons, 1991, 1992; Sipido és mtsai, 1993). Elettani koriilmények kozott ezek az
ioncsatornak elvileg hozzajarulhatnak az AP kialakulasdhoz. Ugyanezen aramok a sejtek Ca*'-
tultoltottsége esetén (Ca’*-overload) ritmuszavarokat is létrehozhatnak. Ez akkor kovetkezik be,

amikor a szivizomsejtek oxidativ anyagcseréje elégtelenné valik és az energiaigényes folyamatok
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zavart szenvednek (pl. ischaemias szivbetegségek, ischaemids-reperfizios anyagcserezavarok,
szivelégtelenség). Ilyenkor a raktarakbol a Ca?* spontdn felszabadul és a sejten beliili nyugalmi

[Ca**]. megemelkedik (Beuckelmann, 1992). Ez a Ca?*-felszabadulas a nyugalmi

membranpotenciallal rendelkezo sejtben befelé iranyuld, depolarizalé aramokat (inward aramokat)
aktival, amelyek sinus-inger hidnyaban is kivalthatjdk a karosodott szivizomsejt és kdrnyezete
ingeriiletét. Ilyen tranziens inward aramok (Ir;) jol ismertek a spontan kialakulo, sejten beliili [Ca?"]

. inhomogén felszabadulasok kapcsan (Sipido és mtsai, 1993; Papp és mtsai, 1995), igazolva a

Ca’*-anyagcsere sériilésének jelentdoségét a ritmuszavarok keletkezésében. Kevés ismeret all
ugyanakkor rendelkezésre ezen I relativ Osszetételére és azok sejtszintli szabalyozasara
vonatkozolag. A szivizomsejtek intracellularis és az intersticidlis tér iondsszetételét figyelembe
véve a nyugalmi membranpotencidlon a [Ca*']-fiiggd klorid csatorndk, a [Ca*"].-fliggd
nemspecifikus kation csatorndk és a Na'-Ca®* cseremechanizmus eredményezhet depolarizald
aramokat, mig a  [Ca?']-fiiggd kalium csatornak inward &4ramot nem generdlnak. Jelen
munkankban az inward aramot létrehoz6 csatornamiikddések vizsgélatanak kiemelt figyelmet
szenteltiink.

A [Ca*]-fiiggd klorid 4ramot nyul pitvari és kamrai sejtjeiben, mint tranziens
hyperpolarizald (outward) éaramot ismerték fel, depolarizald fesziiltséglépcsok alkalmazasa
kapcsan (Zygmunt és Gibbons, 1991, 1992). Ezen klorid (CI') 4&ram ¢és a sejten beliili Ca?>*-tranziens
kapcsolatat nyulbdl izolalt Purkinje-sejteken irtak le eloszor (Sipido és mtsai, 1993). A tranziens
aram hamarabb alakul ki és szlinik meg, mint ahogy a sejten beliili Ca**-tranziens eléri a cstlicsat.
Nagy amplitidoval rendelkezo (koffeinnel kivaltott, vagy spontan kialakuld) Ca?*-tranzienseket
kisérd6 membranaramok tanulmanyozéisa polarizalt membranon egy kinetikailag gyors, valamint
egy lassu [Ca?*]-fiiggd Cl-dram azonositasat eredményezte (Papp és mtsai, 1995). Szemben a
gyors kinetikat mutatd6 Cl-arammal, a lassu komponens ugyanabban az idoben éri el a csucsat,
mint a Ca?-tranziens. Mig a gyors kinetikdt kovetd Cl-aramot minden bizonnyal azok a
csatornafehérjék hozzék létre, amelyek tranziens outward aramot eredményeznek depolarizald
impulzusok alatt, addig a lassit komponens eredete ismeretlen. Lehetséges, hogy ez a lassu aram
egy eltérd6 Ca?* affinitdssal rendelkezd csatorna megnyilasanak eredménye. Azonban az is
elképzelhetd, hogy csak egyféle Cl-csatorna taldlhato a Purkinje-sejtek membranjdban és a
kétfazisi aramkinetika a sejtmembran alatti lokalis [Ca?*] -t tiikrozi ("fuzzy space' teoria: Lederer és

mtsai, 1990; Papp és mtsai, 1995). Ez utobbi nézetet tdimogatja az a tény, hogy a Purkinje-sejtek
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sajatos morfologiaja (Sommer és Jennings, 1992) jelentds [Ca*'].-beli eltéréseket tesz lehetové a
sejten beliil. Ismeretes, hogy a Purkinje-sejteken hidnyoznak a kamrai sejteken jol ismert
membranbetiiremkedések (transzverzalis tubulusok). Kamrai sejteken az AP a transzverzalis
tubulusokon végigfutva a mélyebb sejtrétegeket is eléri, egyenletes Ca?* felszabadulast hozva létre
a sejt teljes keresztmetszetében. Erdekes tény, hogy a pitvari sejteken a transzverzalis tubulusok a
Purkinje-sejtekhez hasonldan szintén hidnyoznak. Lasst kinetik4jt [Ca?'].-fiiggd Cl-aramot nyul
pitvari, kamrai sejtjein még nem mutattak ki. Ugyanezen sejteken mindeddig csak depolarizacioval
valtottak ki Ca’-ranzienseket, amelyek Purkinje sejteken is elégtelenek a lassi aramkomponens
aktivalasara. Az utdbbi idoben egyre tobb nagytest allat (kutya, birka, disznd, vadaszgorény)
ventrikularis sejtjein demonstraltak a [Ca?']-fliggd klorid 4ram jelenlétét (Kim és mtsai, kozlésre
bekiildve), azonban eddig még senki nem préobalta meg ezen aramtipust human szivizomsejtekben
kimutatni.

A nyul Purkinje-sejteken megismert [Ca?"]-fliggd Cl-aramokhoz hasonldan tengeri malac
pitvari sejtjein a Na'-Ca*" cseremechanizmus altal 1étrehozott membranaram is két komponenst
mutatott (Lipp és mtsai, 1992). A Na'-Ca*" csere jelenlétét nyulak izolalt szivizomsejtjein szintén
demonstraltak (Sipido és mtsai, 1993), [Ca*"].-fliggd analizisre azonban csak az utobbi években
keriilt sor (Pogwizd és mtsai, 1999, 2001). Nem ismert azonban, hogy a Na'-Ca®’
cseremechanizmus milyen mértékben jarul hozzd azon membrandramokhoz, amelyek a sejten

beliili Ca**-overload kapcsan alakulnak ki.

crer

[Ca*"].-fiiggd ionaramok aktivalodasa nem csak a nyugalmi membranpotencial, hanem az
AP lefutds modulacidja révén is ritmuszavarokat kelthet. A sejten beliili térben korosan
megemelkedd [Ca?], valamint a spontan kialakulo [Ca?]. ingadozasok és a [Ca?']-fiiggd
ioncsatornak kozti kapcsolat, valamint ezek AP-okkal vald osszefliggései ma még részletesen nem
ismertek. A kapcsolatrendszer tanulméanyozasa kozelebb vezethet kiilonbozo szivbetegségeket
kisérd ritmuszavarok sejtszintli megismeréséhez (Levy, 1989).

Izolalt szivizomsejtek elektrofiziologiai vizsgalata segitséget nyUjthat az ingeriileti
folyamatokat kialakitd iondramok Ca?'-fliggésének tanulmanyozasaban. A sejtmembran

potencidlvaltozasai és iondramai elektromos uton mérhetok, a [Ca?']. valtozasai optikai Uton

kovethetok (Bers, 2000). Az elektromosan ingerelt szivizomsejtek az ingerlések alatt AP-t
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generalnak, az [Ca?']. emelkedik: a sejtek Osszehuzodnak. A diasztolés periodus alatt a [Ca*']

alacsony, a sejtek relaxalt allapotban vannak. Koros koriilmények kozott a [Ca?'], szabalyozatlanna
valik, elsosorban emelkedik (Bers, 2001). Az ischaemids viszonyok ko6zotti emelkedett [Ca*],
modellezésére rovid ideig tartd koffein alkalmazéasokkal (koffein-pulzus) nyilik lehetoség (Lipp és
Niggli, 1994), amely az SR-bdl az elektromos ingerléstol fliggetleniil barmikor Ca?*-felszabaduléast
idéz eld. Mivel a koffein igen erélyesen hat a sejten beliili raktarakra, a koffeinnel kivaltott Ca?*-
tranziensek amplitidoja a normal szisztolék alattit jelentdsen meghaladja. gy, a koffeinnel
kivaltott [Ca*'].- és a kovetkezményes ingeriileti folyamat-valtozasok a [Ca*"].-fliggd folyamatok

tanulmanyozasara megfelelo lehetoséget biztositanak.
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3. Célkitiizések

I. Azonos miikodésiiek-e a koffeinnel aktivalt, [Ca?]-fiiggd ionaramok a nyil pitvari, kamrai
és Purkinje-sejtjeiben Na* és K" mentes kornyezetben? Nyulsziv Purkinje-sejtjein korabban
leirasra keriilt egy koffeinnel aktivalhat6 ionaram, melynek a toltéshordozdja a CI-. Feladatul

crer

befolyasolhatosdganak igazolasat nyl pitvari és kamrai szivizomsejtjein is.

II. Ugyanaz-e a toltéshordozoja a human pitvari szivizomsejtekben regisztralhato koffein-
aktivalt [Ca?']-fiiggd aramnak, mint nyulban? Vajon a humén pitvari izomsejteken is
kimutathatok-e a nyul szivizomsejteken talalt Cl-aramok? Lehet-e szerepiik az aritmogenezisben?
Az éltalunk végzett kisérletekig még nem kozoltek emberi szivizomsejtekben koffeinnel indukalt
ionaramokat. Célunk a koffein-dependens iondram kimutatdsa, karakterizdldsa, valamint a nyul

szivizomsejteken megismert aramokkal torténd Osszevetése volt.

III. Kimutathaté-e [Ca*]-fiiggd iondram jelenléte human kamrai izomsejteken Na* és K*
mentes kornyezetben? Mérheto-e [Ca?']-fiiggd dram a Na*-Ca?' csere €és a K*-dramok hidnydban

human kamrai sejteken?

IV. Mi a szerepe a koffeinnel aktivalt ionaramoknak a kardiomiocitak akciés potenciallal
kapcsolatos ingeriileti folyamataiban? A [Ca’']-dependens aramokat elektromosan ingerelt

szivizomsejteken tanulmanyoztuk. Azt vizsgaltuk, hogy hogyan valtoztatja meg koffein
alkalmazasa az AP-ok lefutdsat. Ilyen vizsgélatokban vélaszt kaptunk arra is, hogy a fizioldgias

[Ca*"].-valtozasok milyen mértékben indukélnak [Ca*']-fliggd aramokat, valamint, hogy a

kiilonb6z6 mértékh [Ca*'].-valtozasok hogyan érintik a sejtek ingeriileti folyamatait.
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4. Eszkozok, Médszerek
4.1. Szivizomsejtek izolaldsa

A kisérleteinkhez sziikséges izomsejteket nyulak ¢és emberek szivébol nyertiik. A
nyulakon végzett kisérletek a Debreceni Orvostudomanyi Egyetem Allatetikai Bizottsaganak
jovahagyasaval és az NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals kiadvanyban
irottak teljeskora betartasaval torténtek.

A human szovetmintakkal kapcsolatos kisérleteinkben teljes mértékben tiszteletbe tartottuk
a Helsinki Egyezményben foglaltakat, valamint a K6lni Egyetem Etikai Bizottsaganak eloirasait. A
paciensek minden esetben tajékoztatast kaptak arrél, hogy a mitétek alatt eltavolitasra keriilo

szovetdarabok egy része tudomanyos kisérletekben keriil felhasznalésra.

4.1.1. Nyul szivizomsejtek izolaldsa

Izolalt pitvari, kamrai és Purkinje-sejteket 1,3-1,8 kg testtomegtl 0j-z¢landi fehér nyulakbol
enzimatikus szepardldsi modszer alkalmazasaval nyertiik (Papp és mtsai, 1995). Az 4llatokat
fiilvénaba adott natrium pentobarbitallal altattuk (40mg/tskg, Nembutal, Phylaxia-Sanofi), és az
esetleges koronaria trombodzis megelozése érdekében az altatoszerrel egyidejlileg heparint is
injektaltunk 1000 [U/tskg mennyiségben. Az allatok altatasat kovetoen a mellkast megnyitottuk és
a sziveket gyorsan kimetszettik. Az ischaemids kérosodas elkeriilése végett a mellkasbol
eltavolitott szivek aortajat alacsony kdrnyezeti homérsékleten (3°°C) kaniilaltuk, igy lehetové valt a
szivek Langendorff-szerinti perfuzidja. A felfliggesztést kovetoen a sziv aktivitdsa néhany
masodperc alatt visszatért, és a spontan szivmiikodéssel parhuzamosan a sziv liregeibdl és ereibdl a
maradék vér tavozott. Ezt a kimosast oxigén telitett normal Tyrode-oldattal (130 mM NaCl, 5,4
mM KCI, 6 mM HEPES, 1,8 mM CaCl,, 1,2 mM KH,PO,, 1,2 mM Mg,SO,, 10 mM gliikkéz, pH
7,2) 40 vizcentiméteres toltobnyomds mellett 37°°C-on valositottuk meg. A mosasi periddust
kovetden az aramoltatast 10 percig Ca** mentes Tyrode-oldattal (literenként 130 mM NaCl, 5,4
mM KCI, 6 mM HEPES, 1,2 mM KH,PO,, 1,2 mM Mg,SO,4, 10 mM gliikkéz, pH=7,2 NaOH-val)
végeztiik, aminek hatdsara a szivmikodés leallt. A Ca** mentesités utdn Ca®* mentes Tyrode-
oldattal, mely literenként 0,2 g kollagendz B-t (Boehringer Mannheim) ¢és 0,1 g XIV tipusu
proteazt (Sigma) tartalmazott, 10-15 percig perfundaltunk. Ezt kovetdleg a sziveket a Langendorft-
rendszerrdl eltavolitottuk, és a kamrdkat felnyitottuk. Az igy kiteritett szivbol mikroszkop alatt
kipreparaltuk a Purkinje-sejtek altal 1étrehozott haldzatot és a szovetdarab emésztését az enzim

tartalmi Ca®* mentes Tyrode-oldatban szobahomérsékleten mindaddig folytattuk amig izolalt
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sejteket nem kaptunk. A kamrai izomsejtekhez a bal kamra papillaris izmabol 1-2 mm vastagsagu
csikokat metszettiink ki, €s az igy nyert szovetdarabok emésztését is addig folytattuk amig izolalt
szivizomsejteket nem kaptunk. A szivbol eltavolitott pitvarszdvetet a papillaris izomhoz hasonléan
csikokra vagtuk és tovabbemésztettiikk. Az izolalt sejtek kdrnyezetébol a proteolitikus enzimeket
tobbszori mosas révén tavolitottuk el, majd az extracellularis Ca*" koncentraciot két 1épésben 1,8

mM-ra emeltiik. Az igy nyert sejteket szobahomérsékleten (22-23°°C) taroltuk.

4.1.2. Human pitvari szivizomsejtek izolalasa

A jobb pitvari szovetmintdk olyan 46 betegbol szarmaztak (atlagéletkor 60+3 év; 31 férfi és
15 nd), akik nyitott szivmitéten estek keresztiil (33 aorto-koronaria bypass, 5 aorta billentyQ
behelyezés, 8 egyéb jellegl szivmitét). Ezeknél a mitéteknél a jobb pivar egy kicsiny darabja
rutinszerlien eltavolitasra keriilt. 44 betegnél szinuszritmus, mig 2 esetben pitvarfibrillacié volt
jelen a matét megkezdésekor. A legtobb paciens a mitétet megeldzoen mar tartdsan szedett
valamilyen kardiovaszkularis rendszerre hatd6 gyogyszerkészitményt: hosszi hatdsu nitrat-
készitményt 23-an, bétablokkolot 21-en, vizhajtot 19-en, ACE-gatlot 14-en, Ca**-csatorna gatlot 8-
an, lipidszint csOkkentot 8-an, aszpirint 6-an, mig szivglikozidokat 4-en hasznaltak. 18 olyan
paciens volt, akik tartdsan szedtek valamilyen kardiovaszkuléris rendszerre kozvetleniil nem hato
gyogyszert.

A kimetszett izomdarabkdk a hozzavetdleg 4 °C-os Bretschneider-féle kardioplégias
oldatban (15 mM NaCl, 9 mM KCl, 1 mM K-H-2-ketoglutarat, 4 mM MgCl, 18 mM
hisztidin*HCI*H,0O, 180 mM hisztidin, 2 mM triptofan, 30 mM mannitol, 0,015 mM CaCl,)
tarolva jutottak a kisérleti laboratoriumba, ahol a Bustamante és mtsai (1982) altal kozolt
eljarashoz hasonloan tortént a pitvari sejtek izolaldsa. A myocardium darabkakat olloval apro (<1
mm”®) darabokra vagtuk, majd 37 °C-s 10 ml-nyi moédositott, nominalisan Ca** mentes Tyrode
oldatba (135 mM NaCl, 10 mM gliik6z, 10 mM HEPES-NaOH, 4 mM KCI, 1 mM MgCl, 0,33
mM NaH,PO,, pH= 7,3 NaOH-al) raktuk. Ezutan a szovetdarabokat folyamatos mechanikus
agitdcionak tettik ki, és a folyadékokat  tiszta O,-nel allandéan buborékoltattuk. A
szovetdarabkakat eloszor a vértdl mentesitettiik. A kdvetkezd 1épésben 10 ml-nyi Ca’" mentes
Tyrode-oldatban oldottunk fel 11 mg CLS-II tipust Worthington-kollagenazt (347 U/mg, Sigma,
St. Louis, USA) ¢és 0,8 mg XIV tipusu protedzt (Sigma, St. Louis, USA) és a mintakat ebben
inkubaltuk. 30 perc elteltével a részlegesen emésztett izomhoz 20 ml Ca** mentes Tyrode oldatot

adtunk és 2 db 15 ml-es zarhat6 tubusba ontottiik at. Ezutan a tubusokat 1 percen keresztiil 500 g-
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vel centrifugaltuk és a feliiluszot eltavolitottuk, mig a maradék izommasszahoz Gjra nominalisan
Ca* mentes Tyrode-oldatot adva a centrifugalast megismételtiik. A feliiliszo 0jbodli eltavolitasa
utan az izmot tartalmaz6 részt 10 ml-nyi 11 mg CLS-II tipustt Worthington-kollagenazt tartalmazé
Ca’* mentes Tyrode-oldatba helyeztik. A szovetdarabok emesztodésétol fliggden 10-20 perc
elteltével a sejtszuszpenziot az elozoekben ismertetett kétlépéses centrifugalast alkalmaztunk. A
feliiluszo eltavolitasa utdn a sejteket 20-22 °C-on Ca** mentes Tyrode-oldatban taroltuk a
kisérletek megkezdéséig, amikor a méroedénybe athelyezve 2 mM Ca** tartalmazd Tyrode-oldattal
perfundaltuk. Ennek hat4sara a sejtek jelentds hanyada vagy spontdn kontrakcidkat mutatott, vagy
irreverzibilis kontraktaraba kertilt. A méréseket azokon a sejteken végeztiik, amelyek 2 mM Ca**
jelenlétében spontan kontrakcidkat, kontraktirat nem mutattak és a sejtfelszini membran mentes

volt mindenféle kidomborodastol.

4.1.3. Human kamrai szivizomsejtek izolalasa

A human bal kamrai myocardiumbol szarmazo sejtek 22 paciens szivébol keriiltek
izolalasra. A paciensek kozill 17-en a szivelégtelenség végsd stadiumaban keriiltek
szivtranszplantaciora €s a mitét alatt eltavolitott beteg sziveket hasznaltuk fel kisérleteinkben. A
szivelégtelenségben szenvedd betegek koziil 12 ischaemids, mig 5 dilatativ cardiomyopathidban
szenvedett. Tovabbi 5 sziv olyan egészséges donor sziv volt, amelyek kiilonb6zo technikai okok
miatt nem keriilhettek szivtranszplantaciora.

Az eltavolitott sziveket 4 °C-os Bretschneider oldatba helyeztiik és a laboratériumba
szallitottuk. A sejtizolacidhoz a Beuckelmann és mtsai (1992) altal leirt szegmentperfuzids eljarast
alkalmaztuk. A bal kamra egy 10-20 cm’-es darabjat a hozzatartozd coronariadggal egyiitt
kimetszettiik és az eret kaniilaltuk. A kaniilon 30 percen keresztiil 37 °C-os, O,-nel folyamatosan
buborékoltatott Ca** mentes modositott Tyrode-oldatot perfundaltunk a vér és a Ca*" eltavolitasa
végett. A kimosast kovetoen a sziveket 40 percen keresztiil 25,5 mg/50 ml CLS II tipusu
Worthington-kollagenazt és 3 mg/50 ml XIV tipusa proteazt tartalmazo Ca** mentes Tyrode-
oldattal emésztettiik. Ezt kvetden az izomdarabkakat 15 percen at mostuk enzimeket és 200 ?M
Ca*'-t tartalmaz6 modositott Tyrode-oldattal. A kimosas utan a sejteket a midmyocardialis régidbol
metszettik ki és nylon szdron torténd atfiltralas utdn 200 ?M Ca®* tartalma Tyrode-oldatban

cres

mM-os Ca** koncentracid eléréséig. A sejteket szobahomérsékleten tartva 5 Ordn keresztiil
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felhasznalhatok voltak elektrofizioldgiai mérésekhez. A kisérleteinkhez kizardlag harantcsikolattal

rendelkezd, spontan kontrakcidkat és granulacidét nem mutato sejteket valasztottunk.

4.2. londramok és akcios potencidalok mérése

Az 1izolalt szivizomsejtek ingeriileti folyamatait teljes-sejt (whole-cell) patch-clamp
technikaval (Hamill és mtsai, 1981) szobahomérsékleten tanulmanyoztuk. A modszer elonye, hogy
segitségével az izolalt sejt extra- és intracellularis iondsszetétele egyarant szabalyozhato, a
diffuzios problémak minimalisak, ¢és az ingeriileti folyamatokban résztvevd ionaramok
elkiilonitetten mérhetok. A nyul szivizomsejteken tortént kisérletekhez Axopatch-1D erositot
(Axon Instruments, USA) hasznaltunk. A sejtkontaktus 1étrehozasahoz sziikséges un.
mikropipettakat vékony tiveg kapillarisokbol (Science Products GmbH, Germany) izzitast
kovetden készitettiik. A mérésekhez hasznalt mikropipettdk elektromos ellenallasa 1,2-3,4 M?
kozott volt. A sejtek ionaramait a mérdrendszer fesziiltség-rogzités (voltage-clamp) modozatanak
alkalmazasaval, mig a membranpotencial valtozasokat aram-rogzités (current-clamp) moddban
kovettiik. A sejtek elektromos ingerlését és a mintavételezést a pClamp 6.0.2 szoftver (Axon
Instruments, USA) révén valdsitottuk meg. Az elektromos jelek mintavételezése 400 Hz-es
gyakorisaggal tortént. A mért aramjeleket 2 kHz-es Bessel sziirdvel szlrtiik és nem korrigaltuk
linearis leak aramra. Az adatokat PC kompatibilis szdmitogépen taroltuk. A human izomsejteken
tortént méréseket hasonld technikaval, de egy EPC 7 (List-Medical, Germany) bazisii rendszeren
végeztik el.

A membrankapacitasok nyul pitvari sejtek esetén 46+3 pF (N=60), a kamrai sejteknél
150+14 pF (N=37), mig a Purkinje sejtek esetében 65+8 pF (N=16) értéknek adddtak. A human
pitvari sejtek kapacitasa 81+8 pF (N=74), mig a kamraiaké 135+12 pF (N=42) volt.

4.3. [Ca’"]-mérés

A kisérleti apparatus egy invertald mikroszkop (Diaphot, Nikon, Japan) koré épitilt. A
mikroszkOp targyasztaldra helyezett sejtek elektromos kontrolljat és a sejten beliili Ca®*
koncentracio valtozasok kovetését egyidejileg valositottuk meg. A Ca** koncentracid megitélését a
mikroszkép koré épitett optikai rendszer segitette. Az intracellularis Ca®* koncentracio
valtozdsainak mérését fluoreszcens indikatorral (100 ?M KsFura-2, Molecural Probes, USA)
oldottuk meg. Az izolélt sejtbe a mikropipettdn keresztiil bejuttatott Fura-2 fluoreszcenciajanak

Ca*"-fiiggd viselkedését 340 nm és 380 nm gerjesztési hullamhosszokon vizsgaltuk. Az excitacios
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hullamhosszokat egy Deltascan-1 késziilék (Photon Technology International, USA) kettos
monokromator rendszere kiilonitette el. A kibocsajtott fluoreszcenciat a mikroszkop latotérének
csak azon teriiletérdl gyQjtottik Ossze, mely a sejt kétdimenzios képét takarta. Az emittalt
fluoreszcencia intenzitisat 510 nm-en fotoelektronsokszorozo felhasznalasaval erdsitettiik, és a
jeleket analog/digitdlis konverzid utan szamitégépen rogzitettik. A mért fluoreszcencia
hattérintenzitasokat mindig kivontuk a sejteken mért értékekbdl. Az optikai rendszer iranyitasat és
a mért jelek rogzitését OSCAR szoftver (Photon Technology International, USA) segitségével
valdsitottuk meg. Az optikai mintavétel frekvenciaja 200-400 Hz volt. A human izomsejteken
tortént mérések hasonld technikaval, de egy Zeiss-Axiovert 35 (Zeiss, Németorszag) bazisu
rendszeren torténtek.

Jelen munkaban az intracellularis Ca®* koncentracié valtozasait, egyes esetekben, mint a
hattérre korrigalt fluoreszcens hanyadost (F340/380) jelenitettiik meg, mas esetekben pedig a
fluoreszcens hanyadosbol szamithaté kozvetlen Ca** koncentracid valtozasokat tiintettiik fel
(Grynkiewicz ¢és mtsai, 1985). A szamitasokhoz in vitro kalibracios adatokat hasznaltunk fel, ahol

a KD:76 nM, Rmin:0,42, RmaX:8,6, F330(min)/F3go(max):15,3 VOlt.

4.4. A kiserletek soran alkalmazot oldatok

A kisérletek soran hasznalt extracellularis oldatok Osszetevoi a kovetkezok voltak:

Normal Tyrode-oldat: 137 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 11,8 mM HEPES, 1 mM MgCl, 1,8 mM CaCl,, 10 mM gliikéz,
pH=7,4 NaOH-val.

Alacsony CI" Tyrode-oldat: 110 mM Na-glutamat, 20 mM TEACI, 10 mM HEPES, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 10
mM gliikkéz, pH=7,4 NaOH-val.

NMDG-CI oldat: 110 mM NMDG-CI, 20 mM TEACI, 10 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 10 mM gliikkoz,
pH=7,4 TEAOH-val.

NMDG-glutamat oldat: 110 mM NMDG-glutamat, 20 mM TEACI, 10 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 10
mM gliik6z, pH=7,4 TEAOH-val.

Na'-Li" Tyrode-oldat: 70 mM NaCl, 67 mM LiCl, 5,4 mM KCl, 11,8 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 10
mM gliikkéz, pH=7,4 NaOH-val.

CsCl oldat: 110 mM CsCl, 20 mM TEACI, 10 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 10 mM gliikkéz, pH=7,4
TEAOH-val.

LiCl oldat: 110 mM LiCl, 20 mM TEACI, 10 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 10 mM gliik6éz, pH=7,4
TEAOH-val.

12
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A kisérletek soran hasznalt intracellularis oldatok Osszetevoi a kovetkezok voltak:

Standard pipetta oldat: 10 mM NaCl, 110 mM K"-aszpartat, 20 mM KCI, 10 mM HEPES, 3 mM MgATP, 0,1 mM
EGTA, pH=7,2 KOH-val.

0 mM Na' pipetta oldat: 110 mM K*-aszpartat, 20 mM KCI, 10 mM HEPES, 3 mM MgATP, 0,1 mM EGTA, pH=7,2
KOH-val.

CsCl pipetta oldat: 110 mM CsCl, 20 mM TEACI, 10 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 4 mM MgATP, pH=7,2 CsOH-val.
LiCl pipetta oldat: 110 mM LiCl, 20 mM TEACI, 10 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 4 mM MgATP, pH=7,2 TEAOH-val.
Cs-glutamat pipetta oldat: 110 mM Cs-glutamat, 20 mM TEACI, 10 mM HEPES, 1 mM MgClL, 4 mM MgATP,
pH=7,2 CsOH-val.

A koffeint, valamint az 0sszes extracellularisan alkalmazott szert (SITS, DIDS,
anthracén-9-karboxilat) kozvetleniil az extracellularis folyadékban oldottuk. A pipetta oldatokhoz
minden esetben 50-100 ?M K;s-fura-2 tettiink.

4.5. Kisérleti protokollok és a junkcios potencial problematikdja

A kivalasztott sejtet a kozvetlen kdrnyezetében elhelyezett (sejttol mért tavolsag <100 ?m)
hazilag késziilt perfuzids rendszerrel folyamatosan mostuk, amely a vegyszerek igen gyors cseréjét
(idotartam kb. 500 ms alatt) is biztositotta (Callewaert és mtsai., 1989). A [Ca®*']-fiiggd
ionkonduktancia-valtozasokat 10 mM koffein gyors, pulzusszeri (300 ms) adagolasasval idéztiik
elo. Bar a koffeinrdl ismert, hogy az a [Ca®; tranziens valtoztatasain kiviil 1ényegesen lassabb
kinetikdval az intracellularis foszforilacidos folyamatokra is hat, viszont épp a kinetikai
kiilonbségek miatt ez nem jatszhatott lényeges szerepet az altalunk vizsgalt sajatsdgokban
(Zahradnik és Palade, 1993).

A sejtek membranpotencialjat rendszerint -60 mV-os kiindulasi értéken tartottuk. A [Ca*'];-
fiiggd iondramok aram-fesziiltség karakterisztikdjat és az aram megforduldsi potencialjat (Ei)
egyrészt +30 mV-os fesziiltséglépcsok segitségével, masrészt 200 ms hosszu (0,7 Vs-1) -60 mV-tol
+80 mV-ig tartd folyamatosan emelkedo fesziiltséggel (fesziiltségrampak) segitségével, a Ca*'-
aram spontdn megsziinése utan hatdroztuk meg. Kisérleteinkben harom fesziiltségrampat
alkalmaztunk, az els6t a koffein alkalmazasa elott, a masodikat a koffein-altal kivaltott aram
aktivalodasakor, mig a harmadikat az aram megsziinése utan. A [Ca®"]-fliggd ionaramok aram-
fesziiltség karakterisztikajat gy hataroztuk meg, hogy a madasodik fesziiltségrampa alatt mért
aramértékekbol kivontuk az els6 és a harmadik fesziiltségrampa alatti dramértékek atlagat. A
human sejteken végzett kisérleteinkben inverz fesziiltségrampékat is alkalmaztunk (+80 mV-to6l
-80 mV-ig), amire a fesziiltségfiiggd Ca’>" csatorna aktivalodas kikiiszobolése miatt volt

sziikséglink.
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A pipettak szajadékanal kialakuld junkcids potencial értékét (Neher, 1992) 7-10 mV-nak
talaltuk, amely aktualis értéke attol fiiggden wvaltozott, hogy az adott pillanatban milyen
oldatkombindciot alkalmaztunk. A kiilsé oldatcsere szintén junkcios potencidl kialakuldsaval jart.
Ilyenkor az aldbbi moddon jartunk el: Az elso fesziiltséglépcs6t még normal Tyrode-oldatban
regisztraltuk -60 mV-os tartofesziiltség mellett. Ezutan attértiink valamelyik Na" mentes oldatra,
de a sejteket tovabbra is -60 mV-on tartottuk. A harmadik fesziiltségrampat a koffeinnel kivaltott a
[Ca*"]i-fliggd ionaram megsziinése utan alkalmaztuk, gy hogy a sejt tovabbra is a Na" mentes
oldatban volt. A mért megforduldsi- és membranpotencidl értékeket a megfeleld junkcids
potencialokkal korrigaltuk.

Akcids potencial méréseinket az aram-rogzités technika alkalmazéasaval végeztiik. Ilyenkor
rovid ideig tart6 (3 ms), 0,2 Hz-es &ramimpulzusokkal 15 egymast kovetd akcids potencialt (AP;.is)
valtottunk ki. Az AP alakbeli stabilizalodasat, és steady-state szarkoplazmatikus Ca*" telitettség
kialakulasat (azonos Ca*'-tranziensek) 3-5 ingerlést kovetoen tapasztaltuk. Annak érdekében,
hogy a diasztolés periddus alatti membranpotencial, és a steady-state AP plato fazis [Ca**]-fliggd
viselkedését tanulmanyozhassuk, a perfuzidos rendszer segitségével koffein-pulzusokat
alkalmaztunk. A gyors koffein kezelés az akcios potencialok altal keltett Ca** tranziensekhez
viszonyitva nagyobb amplitudéji Ca** tranzienseket és egyidejileg a membranpotencial és az AP-
ok lefutdsanak jellegzetes valtozédsait eredményezte. Munkdnkban a koffein altal eldidézett
membranpotencial-valtozasok hatterét a diasztolés és szisztolés periddusok alatt egyarant
vizsgaltuk. Amennyiben a platd [Ca*]—fliggd viselkedésére voltunk kivancsiak, ugy a koffein
alkalmazasara a 9. akcids potencial (AP,) felszallo szarat kovetoen keriilt sor. Ennek megfeleloen
APy alatt szemmel lathatoan is erosebb kontrakcio alakult ki, mint az azt megel6zo (APs), és az azt
kovetd ingeriileti folyamat alatt (APi). Sot, APy, alatt a kontrakciok rendszerint teljesen
hidnyoztak. Ez arra utalt, hogy a koffein kezelést kozvetleniil kovetd AP alatt az intracellaris Ca**-
raktarak atmenetileg kitiriiltek. A nyolcadik akcios potencialt (APs) és az ahhoz tartozd Ca®'-
tranzienst kontrollnak tekintettiik. A kilencedik AP a magas amplitidoval rendelkez6 Ca*'-
tranziens hatésat tiikrozte (APs), mig APy, az intracellularis Ca**-deplécio hatasairol arulkodott.
Azért, hogy az akcios potencial [Ca*]i-fiiggd sajatsagait jobban szemléltessiik, az akcids potencial
idotartamokat kiilonb6z6 repolarizacios fesziiltség (30, 50 és 90 %-os) szinteknél s

meghataroztuk.
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4.6. Az adatok kiértékelése

A szamszerQ eredmények az ,,N” sejten tortént mérések atlagait, valamint a hozzatartozé
standard hibakat (S.E.M.) jelolik. A statisztikai vizsgalatokhoz t-pobat és ANOVA- tesztet
hasznaltunk.
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5. Eredmények

5.1. Iy tanulmanyozasa nyul pitvari, kamrai és Purkinje sejteken

Papp és munkatarsai 1995-ben nyul Purkinje sejteken egy [Ca®']i-fliggd ionaram jelenlétét
mutattak ki. Kisérleteikben koffein adagolasat kovetden az [Ca®); valtozasaval szinkron egy
kétcstcsu tranziens membrandram kialakulasat figyelték meg (1.4bra) és megallapitottdk, hogy ez

egy [Ca*"]-fiiggd CI aram.

5.1.1. A koffein alkamazadsa az Ir; vizsgalataban

Kisérleteinkben eloszor arra kerestiink valaszt, hogy nyulak pitvari és kamrai sejtjein is
kimutathat6-e a Purkinje sejteken Papp és mtsai (1995) altal demonstralt koffeinnel kivaltott aram.
Az 1. abran nyul pitvari és Purkinje-sejteken mért, koffein pulzusszerti alkalmazasat kovetoen
kialakulo, [Ca**]-fiiggd, a sejtek belsejébe iranyuld ionaramok (tranziens inward aram, Iry) és veliik
parhuzamosan regisztralt Ca’" tranziensek lathatok, -60 mV-os membranpotencial esetén. Kamrai
myocytakon is ki tudtuk mutatni ezt a koffeinnel aktivalhato aramot. Kiils6 oldatként NMDG-CI
oldatot, mig a bels6 oldatként CsCl pipetta oldatot hasznaltunk. A koffein hatasara kialakuld [Ca*]
-fliggd ionaramok és Ca*" tranziensek jelentds variabilitast mutattak. Egyes esetekben egy gyorsan
normalizalodé  [Ca®]; emelkedést és egy kis amplituddju, révid ido alatt megsziind In-t
regisztraltunk, mig maskor egy elhuzodo [Ca’]; novekedést és ennek kovetkezményeként egy
tartdsabb aramaktivaciot sikeriilt kimutatnunk. A sejtek kapacitdsara normalizalt cstcsaramok
pitvari sejtek esetén (N=28) -1,86 és -22,79 pA/pF, kamrai sejtek esetén (N=7) -0,28 ¢és -7,82
pA/pF, mig Purkinje sejteknél (N=5) -2,78 és -41,52 pA/pF kozotti értékeknek adodtak. Az
amplitadokhoz hasonldan az dramok idotartama is széles hatarok kozott valtozott, azonban a Ca*'-
tranziensek minden esetben az aramaktivacioval egyidejileg jottek létre és rendszerint tovabb is

tartottak.

5.1.2. A koffeinnel kivaltott adram fesziiltségfiiggése és a toltéshordozo megallapitasa
ionszubsztitucioval

Tovabbiakban azt vizsgéltuk, hogy milyen t6ltéshordoz6 allhat a koffeinnel aktivalt Ir
hatterében. Elvileg a szarkoplazmatikus retikulumbodl (SR) felszabadulé Ca* (1) [Ca®']-fiiggd
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10 mM koffein hatdsdra kialakulo [Ca’"]-fiiggd iondramok és Ca’" tranziensek -60 mV-os
membrdanpotencidal esetén nyul pitvari és Purkinje sejteken. A bemutatott kisérletekben a Na'/Ca®*
cseremechanizmus ¢s a K" aramok zavar6 hatasanak kikiiszobolése végett kiilso oldatként NMDG-CI
oldatot, mig a belsd oldatként CsCl pipetta oldatot hasznaltunk. A sejtek [Ca*'].-nak emelését 10 mM
koffein 300 ms hosszu alkalmazasaval idéztiik el6 (nyilakkal jelolve). A sejtek valaszreakcidiban jelentds
kiilonbségeket talaltunk. Egyes esetekben egy relative gyorsan normalizalodé [Ca*']i emelkedést és egy kis
amplitadoju, rovid idd alatt megsziind a sejtek belsejébe iranyuld ionaramot regisztraltunk (bal oldali
regisztratumok), mig maskor egy elhuzodo [Ca?']; emelkedést és ennek kovetkezményeként egy tartosabb
aramkomponenst sikeriilt kimutatnunk (jobb oldali regisztratumok). A Purkinje sejteken egyes esetekben az
aramgorbén két csucs lathatd (o-val jeldlve). A vizszintes vonalak az [Ca®'],, illetve aramszintek nulla
értékét jelolik.
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Cl-dramot (Zygmunt ¢és Gibbons, 1991, 1992; Sipido és mtsai, 1993; Zygmunt 1994; Papp és
mtsai, 1995), (2) [Ca*]-fiiggd nemspecifikus kation dramot (Kass és mtsai 1978a, b) és (3) Na'-
Ca’ cserearamot (Sheu és Blaustein 1992; Levesque és mtsai 1994) generalhat. Az altalunk
hasznalt oldatkombinaci6 (NMDG-CI kiilsé és CsCl belsd oldatok) esetén azonban a lehetséges
toltéshordozok szama kettore csokkent. Mivel a Na® szubsztituenseként hasznalt NMDG*
membran-impermeabilis, igy a Na'-Ca** cseremechanizmus Ig-ban betoltott szerepét az
alkalmazott Na" mentes kornyezetben kizarhattuk. A K" szubsztituens Cs™ viszont lehetséges
toltéshordozoként meriilt fel. Ezt az iont kizardlag a pipetta oldat tartalmazza, igy barmilyen
membranpotencialt alkalmaztunk, annak egy kifelé iranyulo aramot kellett volna 1étrehoznia. A CI
toltéshordozo szerepének bizonyitasara Cl° szubsztitGcios kisérleteket végeztiink eloszor Na®
mentes (2. abra), majd Na" tartalmaz6 (3. abra) oldatokban. Na" mentes kiils6 oldat esetén a kiilsd
¢s belsd oldat CI koncentracidjabdl szamitott megfordulasi potencial (E..vc) értéke kezdetben -1
mV volt. A fesziiltségrampakkal meghatarozott Iy megfordulasi potencidl értékek (E.evam) (2A.
abra) pitvari sejteknél +8+1 mV-nak (N=30), kamrai miocitdknal +12+1 mV-nak (N=6), mig
Purkinje sejteknél +7+1 mV-nak (N=6) adodtak, amelyek jo egyezést mutattak a szamitott Erevc
értékkel. Amikor a Na”™ mentes kiils6 oldat Cl” koncentraciojat lecsokkentettiik (NMDG-glutamat,
2B. abra), akkor a szdmitott E..c) értéke +42 mV-ra valtozott. A kisérleteinkbol meghatarozott
Erevamry értékek (2B. dbra) is pozitiv irdnyba tolodtak el, pitvari sejteknél +24+1 mV-ra (N=39),
kamrai myocytdkndl +25+3 mV-ra (N=11), mig Purkinje sejteknél +21+1 mV-ra (N=14)
modosultak, ami igazolta a Cl részvételét az I kialakitasaban.

A tovabbiakban a Na'-Ca*" cseremechanizmus In-ban betdltott lehetséges szerepét Na'-t
tartalmazo kornyezetben vizsgaltuk. Ennek érdekében CI szubsztitucios kisérleteinket normal
Tyrode és "alacsony Cl° Tyrode"-oldatokban is megismételtiik (3. dbra). A szimmetrikus CI
megoszlast biztositd normal Tyrode oldatban a szdmitott Eryc -3 mV, mig alacsony CI" Tyrode
oldatban +43 mV volt. A fesziiltségrampakkal meghatdrozott E...qr, megfordulasi potencial
értekek (3A. édbra) pitvari sejteknél +6+1 mV-nak (N=10), kamrai myocytdknal +6+1 mV-nak
(N=10), mig Purkinje sejteknél +3+1 mV-nak (N=4) addédtak. Amikor a kiilso oldat CI
értékek (3B. abra) megvaltoztak. Pitvari sejteknél +23+1 mV-t (N=7), kamrai myocytaknal +26+1
mV-t (N=5), mig Purkinje sejteknél +18+3 mV-t (N=4) kaptunk. Két mintas Student t-probaval

Osszehasonlitva a Na® hianyaban és jelenlétében meghatarozott megfordulasi potencial értékeket,
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2.dbra

Nyul Purkinje sejten regisztralt fesziiltségrampdk (Ri, Rz, Rs), koffeinnel kivaltott Ca’* tranziensek, [Ca’]-
fiiggd ionaramok és fesziiltség-aramerdsség karakterisztikak (fentrol lefelé) NMDG-CI (A), illetve NMDG-
glutamar (B) oldatokban. A [Ca®']-fliggd ionaramok -60 és + 80 mV kozotti fesziiltség-aramerdsség
karakterisztikait (DR) az Ro>-((R1+R;3)/2) Osszefiiggés felhasznalasaval hataroztuk meg. A bemutatott sejtnél
a junkcios potencialokkal korrigalt megfordulési potencialok szimmetrikus Cl megoszlast biztosto6 NMDG-
CI oldatban +12 mV-nak, mig a csokkentett kiilsé Cl- koncentraciot 1étrehozo NMDG-glutamat oldatban
+27 mV-nak adddtak. A 10 mM koffein 300 ms-ig torténd alkalmazasat vizszintes vonallal jeldltik. A
pontozott vonalak az [Ca*']i-, illetve dramszintek nulla értékét jelolik.
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3.abra

Nyul kamrai sejten regisztralt fesziiltségrampdk (R;, R, R3), koffeinnel kivaltott [Ca’* ] -fiiggd iondramok és
fesziiltség-aramerosség karakterisztikak (fentrol lefelé) normal Tyrode (A), illetve alacsony ClI Tyrode (B)
oldatokban. A [Ca*']-fiiggd ionaramok fesziiltség-aramerdsség karakterisztikait (DR) az R»-((Ri+R3)/2)
Osszefiiggés felhasznalasaval hataroztuk meg a -60 és +80 mV kozotti tartomanyban. A megfordulési
potencialok a szimmetrikus Cl- megoszlast biztosité normal Tyrode oldatban +6,5 mV-nak, mig csokkentett
kiils6 Cl" koncentracidt 1étrehozé alacsony Cl” Tyrode oldatban +28 mV-nak adodtak. A 10 mM koffein 300
ms-ig torténd alkalmazésat vizszintes vonallal jeloltiik. A pontozott vonalak a aramszintek nulla értékét

jelslik.
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sem szimmetrikus, sem pedig aszimmetrikus Cl° megoszlasok eseten sem tudtunk szignifikans
kiilonbséget kimutatni.

A Na'-Ca®" cseremechanizmus Iri-ban betdltott lehetséges szerepét ugy is tanulmanyoztuk,
hogy a Tyrode oldatokban végzett kisérleteinket az antiporter gatldjaként ismert Ni** (5 ?M)
jelenlétében is megismételtiik. A kisérleteket harom pitvari sejten elvégezve, nem talaltunk sem az
aram megjelenésében, sem mas paramétereiben kimutathatéd kiillonbségeket. A szubsztiticios €s a
Ni** felhasznalasaval kapott eredmények ismeretében megallapithato, hogy a Na'-Ca*
cseremechanizmus Ir-ben betdltott szerepe csekély. Cl szubsztitucids kisérleteink arra utalnak,
hogy nyulban a koffeinnel kivaltott [Ca* ]i-fliggd I jelentds toltéshordozdja a CI, tehat itt dontoen
egy [Ca*]-fiiggd Cl aramrol (Icyca) van szo.

Mi okozhatja azonban az alacsony CI tartalmazé oldatokban kialakuld Ereyvcry €s @ Erevam
kozotti jelentds kiilonbséget? A junkcids potencidllal tortént korrekciot kdvetden még mindig
hozzavetdleg 15 mV kiilonbség adodott az Eevcpy €s a Ewevamy értékek kozott, ami leginkabb azzal
magyarazhat6d, hogy a Cl szubsztiticios kisérleteinkben hasznalt glutamat is képes 4thaladni a
Icica-on. Ha feltételezziik, hogy az ionok csatornan torténd atlépése egymastol fiiggetlen, akkor a
csatorna glutamatra” és CI' vonatkoztatott permeabilitasi hanyadosa (Pguwma/Pci) a Goldman-
Hodgkin-Katz egyenletbol meghatarozhatd. Ezek alapjan a Pguums/Po értéke pitvari sejteknél
0,423-nak, kamrai sejteknél 0,505-nak, Purkinje sejteknél pedig 0,471-nak adodott.

5.1.3. A téltéshordozo megallapitisa a csatorna farmakologidja alapjan

Az ionszubsztitucios kisérletek mellett kiilonb6zo CI™ csatorna gatlok hatasat is vizsgaltuk a
koffeinnel kivaltott Ip-ra. A 4. abran NMDG-CI* oldatban, kiilsoleg alkalmazott 0,5 mM
anthracén-9-karboxilat (9-AC) hatasat tiintettiik fel a tranziens membranaramra. Az dbra D részén
3 pitvari sejten mért 9 aramjelbol szamitott, a -60 mV-os értékre normalizalt, majd atlagolt
fesziiltség-aramerdsség karakterisztikak lathatok. A 9-AC jelentds mértékben gatolta a Icyca) kifelé
iranyuldé komponensét. Ez a gatlds +80 mV-on a 90%-ot is elérte, mikozben sem a megfordulasi
potencial értéke, sem pedig a befelé irdnyulé aramkomponens nem valtozott. Hasonlo hatasokat
tudtunk kimutatni 4 kamrai és 1 Purkinje sejten is.

A 9-AC hatasat az intracellularis oldal felol adagolva is megvizsgaltuk 6 pitvari és 11
kamrai sejt esetén. Ilyenkor mind a kifelé, mind a befel¢ iranyuldé dramkomponens nagymértékben
csokkent, sot 9sszesen 10 sejt esetén egyaltalan nem tudtunk [Ca*']i-fliggd ionaramot kimutatni. A

rendszerilink sajnos nem tette lehetové a kisérlet kozben torténd belsd oldateserét, ezért dnkontrolos
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4.abra
0,5 mM anthracén-9-karboxilat (9-AC) hatasa a tranziens membranaramra nyul pitvari sejteken NMDG-CIl

oldatban. A koffein altal 1étrehozott [Ca®']; valtozasok és ionaramok lathatok kontroll koriilmények kozott
(A), valamint 0,5 mM 9-AC adagolasat kovetoen, a szer alkalmazasanak 90. masodpercében (B). C: Az 9-
AC hianyaban (iires kor) és jelenlétében (tele kor) regisztralt tranziens aramok és a masodik
fesziiltségrampak. D: 3 pitvari sejten mért 9 aramjelbol szamitott a -60 mV-os értékre normalizalt, majd
atlagolt értekekbol meghatarozott fesziiltség-aramerdsség karakterisztikak. A gorbéken a szorasokat 10 mV-
onként jeloltiik. A pontozott vonalak a [Ca®']-, illetve dramszintek nulla értékét jelolik.
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kisérlet végzésére nem volt lehetoségiink. Tovabbi nehézséget jelentett, hogy a 9-AC sajat
fluoreszcencidja meggatolta a paralell optikai mérést, ezért utobbi kisérleteinkben az [Ca*']; és az
aramjelek nem voltak 6sszevethetok.

A locay mikodésének gatlasara stilbén-szdrmazékokat is hasznéltunk, mivel ezekrol
ismert az, hogy gatolni képesek a Icica mikddését (Zygmunt és Gibbons, 1991, 1992; Zygmunt
1994; Kawano és mtsai, 1995). Kétségtelen azonban, hogy bizonyos esetekben a DIDS (Sipido és
mtsai, 1993) és a DNDS (Laflamme és Becker, 1996) altal 1étrehozott gatlas nem volt teljes. Sajat
kisérleteinkben 2 mM SITS ¢és 0,1 mM DIDS hatasat vizsgaltuk, azonban szamottevo gatlast nem

sikerilt kimutatnunk.

5.2. Iy tanulmanyozasa human pitvari sejteken

A human sejteken végzett méréseinket, a pitvari és kamrai izomsejtek konnyebb
elérhetosége miatt, Dr. Dirk J. Beuckelmannal kollabordcioban a Kolni Egyetem
Szivelektrofizioldgiai Laboratoriumban végeztiik. A németorszagi mérdrendszer kiilonbségei miatt
a mérési protokoll moddositasara volt sziikség. Mivel az emésztést kovetdben a human
szivizomsejtekben 1évo SR Ca’®* telitettsége igen variabilis volt, ezért a koffein alkalmazasa eldtt 5
db -60 mV-r6l +10 mV-ra torténo depolarizald pulzussorozattal (1 Hz) egy konstansnak tekintheto
SR Ca** telitettséget hoztunk létre (5-6. abra). Az 5. depolarizald 1épcsd utan kiilonbozo
tesztpulzusok (-60, -30, 0, +30 és +60 mV az 5. abran, vagy -40, -20, 0, +20 és +40 mV a 6. abran)
segitségével meghataroztuk a kiilonb6z6 membranpotencidloknal kialakulé membranaramokat
koffein alkalmazédsa nélkiil, illetve 10 mM koffein pulzusszeri (300 ms) alkalmazasakor. A
kiilonbségi dramokat koffein altal kivaltott &ramként értelmeztiik és ezeket abrazoltuk a fesziiltség-

aramerosség diagrammokon (5-6. dbra).

5.2.1. A koffeinnel kivaltott aram fesziiltség-fiiggése és a toltéshordozo megallapitasa
ionszubsztitucioval

Kisérleteinket eloszor NMDG-CI kiilso €és CsCl belso oldatokat hasznalva végeztiik el. Bar
ez kozel szimmetrikus ClI° megoszlast jelentett (Ec=-1 mV, 5A. 4&bra), minden
membranpotencialnal kifelé iranyuld aramot tudtunk kimutatni. A Cl- megfordulasi potencialjanak

crer

glutamat kiilso, vagy Cs-glutamat™ bels6 oldat hasznalata) nem befolyasolta a koffein altal kivaltott
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5.dbra

A kiilonbozo CI megoszlasok hatdasa a koffeinnel kivaltott membrandramra human pitvari izomsejteken. A:
300 ms hosszi, 10 mM koffein-pulzus alkalmazasasval kivaltott membranaramok és az aram
fesziiltségfiiggése szimmetrikus Cl- megoszlas esetén (NMDG-CI kiils6 és CsCl belso oldat). Ilyenkor az Ec
szamitott értéke -1 mV, mig a koffeinnel aktivalt aram megfordulasi potencialja nem hatarozhaté meg. B: A
koffein altal 1étrehozott aramok NMDG-glutamat™ kiils6 oldatban. A pipettaoldat tovabbra is CsCl oldat
volt, ezaltal az Ec; szamitott értéke +41 mV-ra modosult. C: NMDG-CI kiils6 és Cs-glutamat belsé oldatok
esetén koffein alkalmazasat kovetden regisztralt membranaramok. Ec szamitott értéke ekkor -46 mV volt. A
kofteinnel aktivalt &ram megfordulasi potencialja tovabbra sem hatarozhaté meg.
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aram iranyultsagat (Ec=+41 mV, 5B. abra, illetve Ec=-46 mV, 5C. 4bra 4bra). Az igy kivaltott
aram megfordulasi potencidljat nem sikeriilt meghatarozni még -120 mV-os tesztpotencial
hasznalataval sem. Az 4ltalunk alkalmazott oldatok esetén a csatorna lehetséges toltéshordozoinak
szama ezaltal egyre csokkent, ezekben az esetekben csak a Cs™ lehet a toltéshordozo. Mivel ezt az
iont kizardlag a pipetta oldat tartalmazta, igy barmilyen membranpotencialt alkalmaztunk, annak
egy kifelé irdnyuld aramot kellett 1étrehoznia és ezért humén pitvari sejteken egy nemspecifikus
aramkomponensrol lehetett sz6 a koffein adagolasat kovetden.

Tovabbiakban ezt a hipotézisiinket teszteltiik. A nemspecifikus kation csatorna fizioldgias
koriilmények kozott Na'-ra és K'-ra mutat vezetoképességet (Kass és mtsai 1978a, b), azonban ha
ezek az ionok hianyoznak, akkor egyéb monovalens kationok (Li* és Cs") is képesek athaladni az
megnyilt csatornan. Oldatainkbol tovabbra is mellozve a Na* és K'-t, szimmetrikus Cs™ megoszlast
(CsCl kiilso és belso oldat hasznalataval, N=7), illetve szimmetrikus Li" megoszlast (LiCl kiils6 és
belsd oldat alkalmazasaval, N=6) hoztunk létre (6. abra). Ilyenkor a koffein hatasara Li" esetén
-7,1£1,5 mV, Cs" esetén pedig -3,3+2,5 mV koriili megfordulasi potenciallal rendelkezd aram
keletkezett. A csatorna (Ican) kiillonbozo vezetoképességet mutatott Li*-ra és Cs'-ra, mivel a -60
mV-o0s membranpotencidlokon a kapacitasra vonatkoztatott aramstiriségek jelentosen kiilonboztek

egymastol (-1,13+0,26 pA/pF Li" esetén, illetve -0,66+0,15 pA/pF Cs" hasznalatakor).

5.2.2. A nemspecifikus kation csatorna [Ca’"]; fiiggése

A csatorna toltéshordozdjanak meghatarozéasa utdn tovabbi két kérdésre kerestlink valaszt:
(1) Tényleg [Ca*"]i-fliggd a koffein-altal 1étrehozott aram? (2) A 1épcsds drammérési protokollok
miatt alkalmazott tobbszords koffeinkezelés minden esetben azonos Ca®* tranzienseket hoz 1étre?
Az elsd kérdés megvalaszolasahoz a pipetta oldatba Ca** megkotd EGTA-t (10 mM) juttattunk, igy
az [Ca’); emelkedés gatlasan keresztiil, minden esetben (N=7) megakadalyoztuk a koffeinnel
aktivalhat6 aram kialakuldsat. A 7. abra A részén a repetitiv koffein adagolés hatasara, kiilonb6zo
membranpotencialoknal kialakulo Ca*" tranzienseket tiintettiik fel. Mérési eredményeink alapjan
Iényegi kiilonbségek nem voltak kimutathatok a 340, illetve a 380 nm-es hullamhosszisagnal mért
Fura-2 jelekben. Az ismételten alkalmazott koffein azonos membranpotencidlok esetén sem

befolyasolta szamottevden a kialakult Ca* tranziens és aramkomponens sajatsagait (7B. abra).
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6.abra
Szimmetrikus Li* megoszlas alkalmaval koffeinnel kivaltott membrandramok humdn pitvari izomsejteken. A:
5 db -60 mV-rél +10 mV-ra torténo depolarizalé 1 Hz-es impulzussorozattal egy konstansnak tekintheto
SR Ca*" telitettséget hoztunk 1étre, majd az 5. depolarizald 1épcsd utan kiilonbozo tesztimpulzusokkal (-40,
-20, 0, +20 ¢és +40 mV) meghataroztuk a koffein alkalmazasa nélkiil kialakulé ionaramokat. B: Ugyanazon
a sejten, ugyanolyan fesziiltségimpulzusokkal, de 10 mM koffein pulzusokkal kivaltott aramok. C: A
koffein-altal kivaltott ionaramokat a B és A részen bemutatott aramok kiilonbségeként értelmeztiik. D: A
koffeinnel aktivalt aram fesziiltségfiiggése. Az aram megfordulasi potencialja -6 mV, ami igen kozel all a
szamitott E.vwi) 0 értékéhez. A szaggatott vonalak a aramok nulla értékét jelolik.
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7.abra

Szimmetrikus Li* megoszlds alkalmaval, repetitiv koffein adagoldssal kivaltott membrdandramok human
pitvari izomsejteken. A: 50 ?7??Fura-2-t tartalmazo LiCl belso és kiilso oldatok alkalmazasakor regisztralt
koffeinnel aktivalt iondaramok és a szinkron megjelenitett [Ca*']i-al korrelaldo 340 és 380 nm-es Fura-2
fluoreszcencia-valtozasok. Az egymast kovetd koffein pulzusok kozel hasonld Ca* tranzienseket hoztak
létre. B: Az ismételt koffein pulzusok hatasara +60 mV-on kialakuldé membranaramok. Nem talaltunk
jelentds kiilonbségeket az ionaramokban sem a repetitiv koffein adagolast kdvetden. A szaggatott vonalak

az aramok nulla értékét jeldlik.
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5.2.3. A csatorna farmakologidja

Az eddigiek sordn bemutatott kisérletes eredményeink bizonyitjdk, hogy human pitvari
sejteken egy [Ca®']-fliggd nemspecifikus kation csatorna (Ican) mikodése mutathatd ki. Ezt a
csatornat, ugy tekintik, mint a legtobb emlds sejten kimutathato [Ca*7]-fliggd K* csatorna
evolucios modosulasat (Blatz és Magleby, 1987). A [Ca**]i-fliggd K* csatornanak single-channel
mérésekbdl meghatarozott konduktancia-értékek alapjan 2 altipusa ismert, amelyek farmakologiai
lag is kiillonbozoek (Romey és Lazdunski, 1984). Az egyik (BK-tipus) mikddése TEA'-val
gatolhato (0,1-1 mM a kiilsé és 50-100 mM a bels6 oldalon alkalmazva) és apaminra érzéketlen,
mig az SK-tipus TEA"-ra inszenzitiv, de az apamin (100 nM kiils6 oldalon alkalmazva) gatolja a
mukodését. Mivel az altalunk hasznalt kiilso és belso oldatokban egyarant 20 mM TEA™ volt, ezért
kizarhatjuk, hogy esetleg a BK-tipust [Ca®‘]-fiiggd K" csatorna miikodését latnank a koffein
alkalmazdsakor. Megnéztiik, hogy az apamin gétolja-e a human pitvari sejteken taldlhatd Ican
mikodését (8. abra). A vizsgalt 4 sejt esetén semmilyen apamin hatast nem tudtunk kimutatni, ami
alapjan bizonyitottnak vehet6, hogy a human pitvari sejtekben Na" és K™ mentes kornyezetben az

Ican képes az [Ca®]; novekedés kovetkeztében aktivalodni, és ez nem azonos a [Ca* ]i-fliggd K

arammal.
| W
R
8.dbra

Apamin hatasa a koffeinnel kivaltott membranaramra human pitvari izomsejteken. 1 mM koffein hatasara
-60 mV-on kialakul6 membranaramok 1 ???apamin jelenlétében. A feltiintetett id6 az apamin expoziciot
jelolik. Az SK tipust [Ca*"]-fliggd K" aram gatloszereként ismert apamin nem gatolta az Icay mikodését.
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9.dbra

Szimmetrikus Cs* megoszlas alkalmaval koffein adagolassal kivaltott membrandaramok human kamrai
izomsejteken. A: Az 5. -60-+10 mV-os depolarizald pulzust kdvetdo -60, -30, 0, +30 és +60 mV-os
tesztpulzusokon koffein alkalmazasa nélkiil kialakul6 ionaramok. B: Ugyanazon a sejten, -60 és +60 mV-on
regisztralt koffein puzust kdvetd membranaramok és Ca** tranziensek. Human kamrai izomsejteken Na* és
K" hidAnyaban nem mutathato Ca®* -fiiggd membrankonduktancia valtozas.
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5.3. Iy tanulmanyozasa human kamrai sejteken Na* és K™ mentes kornyezetben

Kisérleteinket human kamrai sejteken is megismételtilk (9. abra) szimmetrikus Cs*
oldatosszetétel esetén. Bar pitvari sejteknél mar 1 mM koffein alkalmazasakor kimutathat6 a Ican,
addig kamrai sejtek esetén a koffein nagy dézist (10 mM) alkalmazésa sem valtott ki semmilyen
aramaktivaciot (N=15, 1 mM koffein esetén, és N=25, 10 mM koffein alkalmazasakor), mikdzben

az [Ca*"]; konzekvensen megemelkedett.

5.4. Koffeinnel kivaltott aramok hatasa az akcios potencial lefutasara nyul kamrai izomsejteken

5.4.1. Az akcids potencalok alakjanak Ca’*-indukdlt valtozdsai

A 10. abra felsd részén Ca’* tranzienseket, mig az alson a veliik egyidejlleg regisztralt
akcios potencidlokat tiintettiik fel. Az akcios potencidlokat rovid (3 ms), allando frekvencidju (0,2
Hz) kiiszob feletti (1500 pA) depolarizaldé dram impulzusokkal valtottuk ki. A kezdeti pulzusok
hatasara a szarkoplazmatikus retikulumban (SR) steady-state Ca*" toltottség alakult ki, amit kozel
azonos lefutdsu akcidés potencidl formdk kovettek. A 9. akcids potencidl platd fazisa alatt
alkalmazott koffein pulzus segitségével a kontrollhoz képest jelentdsebb Ca®* felszabadulast
valtottunk ki. A koffein hasznélata utan a SR részlegesen kiiiriilt, ezért a 10. 11. és 12. akcios
potencialok alatt alacsonyabb amplitidoju Ca*" tranziensek voltak mérhetok. A steady-state
allapotnak megfeleld Ca®" tranziens (és akcios potencial lefutas) csak késobb, a 14.-15. inger alatt
tért vissza.

Az akcios potencialok lefutdsa az egyszeri koffein alkalmazéasakor mellett jellegzetesen
megvaltozott. A 10. dbran feltiintetett akcios potencidlokat rovidebb idolépték mellett, valamint a
20 azonos korlilmények kozott mért akcids potencidl sorozat statisztikai feldolgozasdnak
eredményeit a 11. abran tiintettiik fel. A 11. dbra A és B részein a kontroll akciés potencialt (APs)
szaggatott vonallal jeloltiik. Itt az is jol lathatd, hogy a steady-state akcios potencial lefutas a
koffein alkalmazasat megelozoen (APs-APs), és a koffein pulzust kovetd, sorrendben 14. és 15.
akcids potencidlok esetében érvényesiilt. A C abrarész mutatja, hogy -a koffein kdzvetlen hatasara
(APo) és ezt kovetoen (APo)- hogyan valtoztak az akcids potencidlok iddbeli lefutasai. Lathato,
hogy a koffein altal emelt [Ca*']; gyorsitotta a repolarizaciot, valamint deprimalta a platot (APs).

Ez a korai hatas az akcids potencial valamennyi repolarizacios szintjén érvényesiilt. A 11. dbra D

30



Dr. Szigeti Gyula Péter: /Ca’']-fiiggd iondramok szerepe az arritmidk kialakitdsaban (Ph.D. Tézisek, 2001)

F340/F 380 Koffein

0.5R

25 mvV

10. abra

Akcios potencidlok (alul) és sejten beliili Ca** koncentrdciovaltozasok (feliil) egy izoldlt kamrai
szivizomsejtben, koffein (nyil) adasa elott, alatt és utin. Az elektromos impulzusokkal kivaltott akcios
potencialok (AP) kisebb amplitiddji Ca*'-tranzienseket eredményeztek, mint a koffeinnel eloidézett Ca*'-
felszabadulas. A koffeint a 9. akcios potencial platd fazisa alatt 300 ms-ig alkalmaztuk (koffein ,,pulzus”). A
9.-ket kovetd akcios potencidlok csokkent amplitaddji Ca* -tranzienseket valtottak ki.
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11.dbra

A koffeinel kivaltott Ca’* tranziensek akcios potencidl-lefutdst médosité hatdsai. Az elektromos
impulzusokkal kivaltott akcids potencialok a koffein alkalmazasat megeldzden és azt kdvetoen steady-state
lefutassal rendelkeztek (A és B). Koffeinnel kivaltott nagy amplitadoju Ca*'-tranziens hatdsara az akcios
potencial repolarizacioja a kontrollhoz (APs) viszonyitva gyorsult (APs), mig csokkent Ca*" felszabadulas
mellett lassult (APo) (C). A D részen feltiintetett akcios potencial idotartamok (APD) a repolarizacio
kiilonbdzo %-os szintjein (a zardjelekben) szemléltetik, hogy a kontrollhoz viszonyitva (APs = 100 %)
milyen mértékben alakult ki akcios potencial rovidiilés (APs) és hosszabbodas (AP) (N=20).
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része 20 kisérlet 4tlagai alapjan demonstralja, hogy az APy hosszdnak a csokkenése a kontroll
akciods potencidlhoz képest a 30, 50, és 90%-os repolarizdcios szinteken egyarant érvényesiilt.
Meglep6 viszont, hogy a 10. akcids potencial (AP,o) a steady-state akcids potencidlhoz képest
hosszabb idotartamu volt. Ez a kései koffein hatds a 12. dbra D részén szintén jol érzékelhetd. Az
akcios potencidl idotartamok, mind a 9., mind a 10. akcids potencidlok eseteiben szignifikdnsan
kiilonboztek a kontrolltol.

A nagyobb amplitiddji Ca®* tranziens hatasara bekovetkezd gyorsult repolarizacio
egyarant lehet fokozott outward aramok, és csokkent inward aramok kovetkezménye, mig a

csokkent Ca*" felszabadulas alatt a platd megnytlasa az inward dramok dominancidjara utalt.

5.4.2. Az L-tipusui Ca’*-dram Ca’*-fiiggé moduldcidja

A kovetkezo kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy vajon a koffein adasat kovetden megfigyelt
kozvetlen (APy) és kései valtozasok (APjy) korreldlnak-e az L-tipusa Ca**-aram valoszinGsitett
eltéréseivel.

Az L-tipust Ca**-aramokat fesziiltség-rogzitett koriilmények kozott tanulmanyoztuk. Az
akcios potencialok vizsgélatahoz hasonloan 15 egymast kdvetd depolarizald fesziiltségimpulzust
alkalmaztunk, melyek id6tartama 800 ms, frekvencidja 0,2 Hz volt. Ezek a pulzusok tehat kovették
az aram-rogzitett koriilmények kozott mért akeids potencialok idobeli gyakorisagat és hasonlé SR
telitettséget eredményeztek. Az ismétlodd membranpotencidl 1épcsd —45 mV fesziiltségrol indult
¢s +10 mV-ra érkezett. Ilyen koriilmények kozott az SR steady-state telddése, valamint az inward
aramok stabilizalodasa a 3 - 5 pulzus alatt jott 1étre. Az inward dram amplitudojat, melyet a korai
negativ csucs ¢és a depolarizald 1épcsd végén mért steady aram kiilonbségeként értelmeztiink az L-
tipusit Ca**-aram jellemzésére hasznaltuk. A koffein alkalmazasa és idozitése megegyezett a
korabban leirtakkal.

Ahogy azt az 12. dbra A része demonstralja koffein hatdsara a 9. Ca**-daram (Ic.r(0) a
kontrollhoz képest nagymértékben csokkent, a 10. Ca*-aram (Ic.rao) viszont jelentdsen
fokozodott. A Ca®-tranziensek viselkedése kvalitativ szempontbol megegyezett a 11. abran
feltlintetett sajatsagokkal, igy annak abrazolasatol a tovabbiakban eltekintettiink. A 12. dbra B jell
részén 11 azonos koriilmények kozott végrehajtott mérés eredményeit 0sszegeztiik. Lathatd, hogy
a 9. fesziiltséglépcsod alatt az Ic.. amplitidoja a kontrollhoz (Icais) viszonyitva 1242%-ra

csokkent, mig a 10. fesziiltséglépcso alatt 122+2%-ra emelkedett (p < 0,05). A kdvetkezokben arra
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12.abra

A koffeinel kivaltott Ca’" tranziensek L-tipusu Ca’*-dramot mddosité hatdsai. A: A fesziiltséglépcsokkel
kivaltott L-tipusa Ca’"-dramot az akcids potencialokhoz hasonléan koffeinnel modulaltuk. Koffeinnel
kivaltott nagy amplitidoju Ca®*-tranziens hatasara az L-tipusu Ca**-aram amplitadoja a kontrollhoz (Icays)
képest jelentdsen csokkent (Icar)), a koffein adasat kovetden (Ic.iao) jelentdsen nott. B: A 9. és 10. Ca*'-
aram amplitadok a kontroll % - aban kifejezve (N=11).
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kerestiink valaszt, hogy a Ic.i aramon kiviil mas ionaramok szerepet kapnak-e még a platd fazis

Ca*"-fliggd modulalasaban.

5.4.3. Az akcids potencidl lefutasanak Ca’ -fiiggo viselkedése az L-tipusii Ca’*-dram gatldsa utdn
Az 1-4. abran mar demonstraltuk, hogy kisérleti koriilményeink kozott a tranziens inward
aram (In) aktivalhato. Mivel ez az aram nem csak diasztolé, hanem szisztolé alatt is
kialakulhat ezért célunk az volt, hogy annak feltételezett hatdsait az L-tipusti Ca®'-dramétol
izolaljuk. A kiilonvalasztas érdekében, olyan kisérleteket végeztiink, melyekben az L-tipusa Ca**-
aramot 0,5 mM Cd** alkalmazasaval blokkoltuk. A Ca*-aram gatlasat fesziiltség-clamp
koriilmények kozott ellendriztiik (13. abra A része). Ezt kovetoen a koffein hatasat fesziiltség- €s
aram-rogzitett koriilmények kozott egyarant tanulmanyoztuk (13. dbra B és C részei). A 13. dbra B
részén jol lathatd, hogy a Ca**-aram gatlasat kovetden a fesziiltség-lépcsokkel eldidézett aramok
koffeinérzékenysége a korabbiakhoz (12. abra) képest jellegzetesen megvaltozott. Ilyenkor
ugyanis a koffeinkezelés ellenére a 8. és a 10. depolarizald 1épcsdk alatt gyakorlatilag megegyezd
aramokat mértiink. A 9. pulzus alatt, a koffein alkalmazasat kozvetleniil kdvetve azonban
érzékelhetd volt egy extra aramkomponens megjelenése (+10 mV-on outward, -45 mV-on inward).
Az L-tipusu Ca*"-aram gatlasat kovetden dram-clamp koriilmények kozott tovabbra is lehetdség
volt akcios potencidlok kivaltasara (13. abra C része). Az ilyenkor kialakulé akciés potencialok az
L-tipusu Ca*-aram hidnyaban jelentdsen rovidebbek voltak és a platd negativabb potencialokon
alakult ki. Koffein alkalmazéaséara a 9. akcios potencial idotartama csokkent a 10. akcids potencial
lefutasa azonban megegyezett a 8. akcids potencidléval. Ezek a mérések arra utaltak, hogy az
akcids potencial plato fazisanak Ca**-fliggd modulaldsaban az L-tipusa Ca**-aramon kivil egy
olyan aram is szerepet kapott, mely csak a kifejezetten magas Ca®* koncentracioknal (APo)
aktivalodott. Mivel, ez az aram —45 mV membranpotencidlon inward jellegi volt (13. abra B

része) az valdsziniileg megfelelt a Ca**-aktivalt tranziens inward aramnak.

5.4.4. Az Na*-Ca’* cseremechanizmus szerepe az akcios potencidl konfigurdcio valtozdsban

A tovabbiakban a Na“-Ca®" cseremechanizmus koffein altal 1étrehozott AP konfiguracio-
valtozasokban betoltott lehetséges szerepét vizsgaltuk (14. abra). A kiils6 oldat Na™ tartalmanak
részleges Li® szubsztiticioja a Na'-Ca® cseremechanizmus egyenstulyi potencialjat

negativabba
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Koffein

13.dbra

Koffeinnel kivaltott ingeriileti folyamatok az L-tipusu Ca’*-dram gatldsa utan. A: Kontroll koriilmények
kozott a membranpotencialt -60 mV-rol indulva +10 mV-os 1épcsdkkel pozitivabb iranyba valtoztattuk
(fesziiltség-clamp), minek hatdsara az L-tipusi Ca’’-aramra jellegzetes kezdeti aramfokozodas és
pozitivabb membranpotencidlokon aramcsokkénes volt megfigyelheto (balra feliil és alul iires korokkel
jelolve). 500 mM Cd** alkalmazasat kovetden az L-tipusa Ca**-aram nem alakult ki (jobbra feliil és sotét
szimbolumokkal alul). B: 500 mM Cd** jelenlétében -45 mV-r6l +10 mV-ra torténd ismételt depolarizaciok
(fesziiltség-clamp) soran a 9. fesziiltségpulzus alatt (koffein hatas) egy izolalt aramkomponens jelent meg
(+10 mV-on outward, -45 mV-on inward). A 10. pulzus alatt mért aram lefutasa megegyezett a kontrolléval
(8. pulzus). C: A Ca®*-daram gatlasat kovetden a kontroll akcids potencial repolarizacids folyamata
felgyorsult. A koffeinnel kivaltott fokozott Ca**-felszabadulas a repolarizacios folyamatot jelentdsen
gyorsitotta (APs). A 10. akciés potencial lefutdsa megegyezett a 8. akcids potencidléval. (A szimbolumok
¢s az oszlopdiagrammok jelolése a 11. abran bemutatottnak megfeleld, N= §).
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14.abra

A kiilonbézo Na* gradiensek hatasa a koffeinnel létrehozott akcios potencial valtozasokra. A: Az akcios
potencialokat normal Tyrode oldatban (pontozott vonallal jeldlve), illetve Na-Li Tyrode oldatban
regisztraltuk 10 mM belsé Na* koncentracié mellett ugyanazon a sejten. A kiilsdé oldat Na tartalmanak
csokkentése a nyugalmi membranpotencial értékét -80 mV-rol -64 mV-ra depolarizalta, mig az APD(90)
értékét 509 ms-rol 290 ms-ra csdkkentette. Azonban a koffein APo-t rovidito, illetve APo-t nyjté hatdsa
ilyen koriilmények kozott is kimutathatd volt. B: A teljes belsé Na* elvonas akcios potencialokra kifejtett
hatasat mutatja. A koffein hatasa az akcios potencial lefutasa némileg variabilissa valt. Az abra felso részén
két gyakori helyzetet mutatunk be. Egyes esetekben, bar kimutathat6 volt a koffein APy és AP;o-re kifejtett
hatasa, azonban ez igen minimalisnak adodott (bal oldal). Mas esetekben a koffein adagolést kozvetlentil
kovetve egy szék konfiguracioju AP, alakult ki (jobb oldal). Ilyenkor az APD(30) és APD(50) értékek
nagymértékben csokkentek, mig az APD(90) jelentdsen ndvekedett. A koffein AP;o-re kifejtett APD nyujto
hatasai azonban nem valtoztak szamottevoen. Az oszlopdiagrammok 21 sejt atlagat mutatjak a 11. abran
bemutatotthoz hasonléan.
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valtoztatta, ami megnovelte a forditott cseremechanizmus (outward dram) lehetdségét (Luo és
Rudy, 1994, Hobai és mtarsai 1997). A kiils6 oldat Na’ tartalmanak csokkentése a nyugalmi
membranpotencial értékét -82+1 mV-rdl -74+2 (N=11) mV-ra depolarizélta, valamint csokkentette
a steady-state APD(90) értékét 442+40 ms-rol 247+22 ms-ra. A koffein APo-t rovidito, illetve
AP;-t nyjto hatasai ilyen koriilmények kozott is kimutathatoak voltak.

Egy masik sorozatban azt vizsgaltuk, hogy a sejt teljes belsé Na' elvonasanak van-e az AP-
okra kifejtett hatdsa, mikozben a kiils6 oldat normdl Tyrode-oldat volt. Ilyen koriilmények kozott a
Na'-Ca?" cseremechanizmus reverz modjat gatoltuk, mig az inward dram generalast fokoztuk.
Ennek kovetkeztében a steady-state AP-ok APD(90) értéke 1013+£129 ms-ra nott (N=19), mig a
nyugalmi membranpotencidl szignifikansan nem valtozott (-79+£2 mV). A koffein hatisara az AP-
ok lefutdsa a AP, alatt némileg variabilissd valt, de a koffein APo-t roviditd hatasa ilyenkor is
kimutathaté volt. Tovabba a koffein AP,-re kifejtett APD nyujtd6 hatdsai nem valtoztak

szdmottevoen a normal Tyrode-oldatban kapott eredményekhez képest.

5.5. Koffein-altal aktivalt aram(ok) lehetséges szerepe az aritmogenezisben

A [Ca’]-fliggd ionaramok arritmogenezisben betdltott lehetséges szerepét nyulszivekbol
izolalt pitvari és kamrai izomsejteken vizsgaltuk. A pipettakat a sejt intracellularis teréhez hasonlo
folyadékkal (standard pipetta oldat), mig a mérokadat normal Tyrode-oldattal toltottiik fel. Az
[Ca®*); fokozott emelkedését 10 mM koffein egyszeri pulzusszerQ alkalmazasaval idéztiik elo. A
15. abra A részén két elektromos impulzussal (*) kivaltott akcids potencialt és egy koffeinnel (nyil)
eloidézett tranziens depolarizaciot tlintettiink fel.

Amennyiben a koffein alkalmazasat kovetd Ca*'-tranziens a membranpotencialt az akcios
potencial kivaltasdhoz sziikséges kiiszobpotencidlra depolarizalta, ugy akcids potencial
(,,extrasystole”) jott létre (15. abra B része). Ot masik sejt vizsgalata sordan hasonld
megfigyeléseket tettiink. A Ca’"-koncentracio emelkedésével parhuzamosan kialakulo tranziens
depolarizéaciok és ,.extrasystolék™ megjelenése azt igazolta, hogy az altalunk alkalmazott kisérletes
koriilmények kozott a [Ca®']; emelkedése a diastolés periddusban tranziens inward aramokat (Iry)
hozott 1étre.

Abban az estben, amikor a szivizomsejtek [Ca?"].-homeosztazisa felborul, egy tigynevezett
Ca-taltoltott allapot alakulhat ki. Ilyenkor az SR-bdl a Ca?" oszcillatorikus felszabadulasa
figyelhetdo meg. Az 16. dbra B. része demonstralja, hogy kiilonb6z6 membranpotencidlok esetén

hogy valtozik a [Ca*"], szint, valamint a megjelend Ir; nagysaga és irdnya. Az abra felsd részen a
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[Ca?"]. szint, valamint az dram egymasra helyezett képén észrevehetjuk, hogy a [Ca?']. novekedés
minden esetben egyszerre tortént az aram kialakuldsaval és attdl idoben tovabb tartott. A spontan
aram-oszcillaciok alatt végzett CI szubsztitucios kisérleteink is a Cl° lehetséges szerepét

bizonyitottak az aritmogén I kialakitasaban.

| Koffein

- [ o

50 mV|

l Koffein

|
\

\
A\
\\
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A Ca** sejten beliili raktarakbdl torténo felszabaduldsa extrasystolét eredményezhet. Az elektromos
impulzusokkal (*) kivaltott akcids potencidlok kozott a sejten beliili Ca**-raktarakbol koffein (nyil)
segitségével eldidézett Ca*'-felszabadulas tranziens depolarizaciét (A), vagy akcids potencialt

(,,extrasystole”) eredményezett (B). A 0 mV fesziiltségszintet szaggatott vonallal abrazoltuk.
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Spontan [Ca’]; és dramoszcillaciok nyul Ca’ tultoltott pitvari sejtjein. Az -60

mV-on regisztralt Ca**

tranziens ¢€s a szinkron kialakult membranaram NMDG-CI kiils6 és CsCl belsoé oldatok esetén. A konnyebb
Osszehasonlithatosag miatt az dram polaritasat megforditottuk és a csucsértéket az [Ca*"]; csucsértékére
normalizaltuk. B: Ugyanazon sejten kiilonbz6 membranpotencidlok esetén kimutathatd Ca®* tranziensek és
a szinkron kialakult membranaramok -60, -30, 0, +30 és +60 mV-os mebranpotencialokon. A Ca*
tranzienseknél talalhato fiiggoleges vonal 300 nM [Ca*']; koncentaciovaltozast mutat.
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6. Megbeszélés

A szivizom kontrakciojat az AP altal kivaltott tranziens [Ca*'].-nOvekedés hozza létre.
Koros koriilmények kozott a [Ca**], szabalyozatlanna valhat, mely sejtfelszini csatornafehérjékre
hatva aritmidkat eredményezhet. Az ingeriileti folyamatok valtozasait nem csak a [Ca*T]
novekedése, hanem annak csokkenése is okozhatja, mert a sarcolemma bizonyos ioncsatornai
fiziologias Ca?* koncentraciokndl is jelentos [Ca?]-fliggéssel rendelkeznek. Munkédnkban nyul és
human sziv azon iondramait igyekeztiink elkiiloniteni, melyek fontos szerepet jatszanak az
ingeriileti folyamatok [Ca*'].-fliggd szabalyozasaban.

Nyulak pitvari, kamrai és Purkinje-sejtjeit -60 mV-os membranpotencidlon tartva rovid
koffeinpulzusokkal 1étrehozott [Ca?*]. novekedés egy tranziens inward dramot aktivalt. Ez az dram
mindharom sejttipusban hasonléan kimutathatdo és kozel azonos mikodést mutatott. Kisérleti
rendszerlinkben az oldatdsszetételt és a mérési protokollt gy valasztottuk meg, hogy a
fesziiltségfiiggd  dramaktivaciot, valamint a K* 4ramokat eliminaltuk. Az 4ram
fesziiltségfiiggésének meghatarozasdhoz rovid ideig tartd, gyors fesziiltségrampakat hasznaltunk,
ezzel biztositottuk, hogy a vizsgalat alatti [Ca?*]-fiiggd dramaktivacio kozel allando legyen. Mivel
ligand-fiiggd dramot vizsgaltunk, igy az idofliggd arammodulacidval kevésbé kellett szamolnunk.

Nyulak szivizomsejtjeiben a koffein-altal kivaltott aramkomponens fesziiltségfiiggése,
megforduldsi potencidlja nagymértékben fliggdt a kiilso és a belsd oldatok Cl- megoszlasatol.
Mivel rendszeriinkben csupan a Cl- és a Cs* lehet toltéshordozo, de a Cs* csak és kizardlag outward
aramot hozhatott létre, ezért itt egy [Ca*"].-fliggd Cl- csatorna mikodését lattuk. A Cl- csatornakrol
azonban ismert, hogy mas anionokra is permeabilisak (Franciolini and Nonner, 1987; Overholt és
mtsai, 1993),, ezaltal az ionszubsztiticios kisérletekben a mért E..qm és a Cl- megoszlasbol
szamitott E.vcy értéke nem pontosan fedték egymast.

Az In Na'-fiiggésének kordbbi vizsgalata bizonyitotta a Na'-Ca?* cseremechanizmus
jelentdségét az I kialakitdsdban csirkén (Clusin, 1983; Clusin és mtsai, 1983), tengeri malacon
(Mechmann és Pott, 1986; Kimura ¢és mtsai, 1986; Callewaert ¢s mtsai, 1989), valamint patkdnyon
(Callewaert és mtsai, 1989), ahol a kimutatott Na*-Ca?" cserearamok linedris fliggést mutattak az
[Ca*"].-tol. Az aramamplitidok igen variabilisak voltak, azonban negativ membranpotencidlon
rendszerint nem voltak nagyobbak, mint 300 pA (Bers, 1991). A Na'-Ca?" cseremechanizmus

jelentds a myoplazmatikus Ca?* koncentracid szabalyozasaban tengeri malac ¢és nytl
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szivizomsejtjeiben is (Crespo ¢és mtsai, 1990, Bers, 1991). Nyulakban azonban nem teljesen
tisztazott a cseremechanizmus szerepe az arritmogén I kialakitasdban. Giles és Shimoni (1989)
vetette fel eloszor az I és a Na*-Ca?* cseremechanizmus lehetséges kapcsolatat nyul kamrai

szivizomsejtekben. Ezeken a sejteken Laflamme és Becker (1996) demonstralta a spontan [Ca?'].

oszcillaciokkal szinkron jelentkezo 120 pA-nél kisebb amplitiddjt inward dramokat Cl- hidnyaban.
Azonban 0k Ag-AgCl méro- és kadelektrodakat hasznaltak, ami felveti a Cl- szennyezettségének
lehetoségét. Mivel sajat kisérleteink soran a vizsgélt dramokban nem taldltunk szamottevo
kiilonbséget Na* hianyédban és jelenlétében, ezért a Na*-Ca?* cseremechanizmust a [Ca?*].-fiiggd CI-
aramhoz viszonyitva kevésbé tartjuk jelentosnek az I kialakitasaban.

A Ca?" taltoltott kamrai szivizomsejteknél Na*-Ca?* cseremechanizmus mellett (January és
Fozzard, 1991) gyakran hivatkoznak egy nemspecifikus kationcsatorndra, mint elsodleges
aritmogén aramra (Kass ¢és mtsai, 1978). Ezt a csatorndt nem sikeriilt kimutatnunk a nyul
szivizomsejtekben, azonban megtalaltuk a human pitvari izomsejteken. A nyul sziveken korabban
végzett kisérleteinket human pitvari sejteken megismételve egy nemspecifikus
kationkonduktanciat sikeriilt kimutatnunk, mig a kamrai izomsejteken Na* és K* hianydban nem
tudtunk koffein fiiggd csatornamiikodést demonstralni. Ez utobbi felveti annak a valdszinliségét,
hogy a kamrai izomsejtekben csak a Na*-Ca?* cseremechanizmus vesz részt az I, kialakitdsaban
(Hilgemann, 1990; Noble, 1991). A human pitvari sejtek esetén felmeriilt, hogy valdban valodi
nemspecifikus csatornmikodésrol van szo, vagy pedig a [Ca®']-fliggd K* csatorna K* mentes
kornyezetben kialkul6 modosult vezetdoképességét latjuk (Romey és Lazdunski, 1984). Ezt a
felvetést azonban a [Ca*]i-fiiggd K* csatorna specifikus gatloszereivel végzett kisérleteink alapjan
kizartuk.

Izolalt kamrai szivizomsejteket hasznalva olyan kisérletes protokollt valasztottunk, mely

lehetoséget adott az akcids potencial idotartam és a [Ca?']. kozotti kapcsolat tanulméanyozésara. Az

alacsony frekvencian ingerelt szivizomsejt néhany 6sszehtizodas utan steady-state allapotba kertilt
(Szigligeti és mtsai, 1998). Erre az allapotra az egymast kovetd AP-ok és Ca?*-tranziensek
nagyfok stabilitisa volt jellemz6. Pillanatszeri koffein-alkalmazassal az egyensulyt
megbontottuk. A platé fazis alatt a koffein az SR raktarakbol fokozott Ca?'-felszabadulést
eredményezett, €s ez a repolarizaciot felgyorsitotta (kdzvetlen koffein-hatas). A kézvetlen koffein-
hatast kovetd Ca?'-tranziensek a kontrollhoz (steady-state) viszonyitva csokkent amplitidoval

rendelkeztek, és az AP-ok meghosszabbodtak (késoi koffein-hatas). A késoi koffein-hatds soran
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tapasztalt [Ca?'].-cs6kkenés valosziniileg annak volt koszonhetd, hogy a koffein éltal szabadd4 tett

Ca?" csak részben pumpalodott vissza az SR-be, jelentds részben az extracelullaris térbe tavozott.
fgy a koffein pulzus utan kovetkezo kontrakciok alatt kezdetben csak kevés intracellularis Ca2* allt
rendelkezésre. Vizsgalataink eredményei arra utalnak, hogy az akcids potencidlok lefutasaban
tapasztalt valtozasok nem magyarazhatok egyetlen toltéshordozé mechanizmussal. Az AP-ok
[Ca?"].-fliggd modulacidja Osszetett jelenség.

Jelen munkénkban Osszegzett eredményeink felvetik, hogy az AP idotartamanak
szabalyozasaban az L-tipusi Ca?*-dram [Ca?'] -fiiggo viselkedése és az aritmogén tranziens inward
aram [Ca?"]-fliggd aktivacidja egyarant szerepet kap (Kass és mtsai, 1976; Levy, 1989). Az L-
tipusu Ca?"-aram elkiilonitett vizsgadlata soran az AP-ok vizsgalatdhoz hasonld kisérletes
megkozelitést alkalmaztunk. Az aramok megjelenitéséhez 0,2 Hz-es sorozatingerlés és egyszeri
koffein alkalmazas mellett -45 mV-os potencialrol +10 mV-ra torténd depolarizald
négyszogpulzusokat alkalmaztunk. Ez a fesziiltséglépcsod jol értékelhetd L-tipusti Ca’*-aramot
eredményezett. Demonstraltuk, hogy a depolarizacioval kivaltott inward &ramcsucs, amely
elsosorban az L-tipusu Ca?-dramnak felelt meg, igen érzékenyen reagalt az [Ca?'], valtozasaira
(Hoth és Penner, 1992; Sipido és mtsai, 1995). A koffein altal kivaltott [Ca*"]. emelkedés a
csucsaram amplitudojat csokkentette, mig a koffein alkalmazasat kovetd [Ca*'], csokkenés a
csucsaram amplitudojat emelte. Ezek a valtozasok jol korreldltak az AP-ok idotartamdnak azonos
iranyu eltéréseivel, sot a Ca?-dram novekedés az alacsony [Ca?'], mellett tapasztalt akciods
potencidl-megnyulas egyediili tényezdjének volt tekinthetd. Ezt a megallapitast arra a kisérletes
megfigyelésre alapoztuk, melyet az L-tipusi Ca?-dram gatlasakor tapasztaltunk. Ilyen
korilmények kozott, a Ca?*-raktarak koffeinnel torténd kitiritése ugyanis képtelen volt AP
hosszabbodast eredményezni. A koffein kdzvetlen hatdsaként az AP rovidiilését viszont ilyenkor is
tapasztaltuk. Vilagos ezért, hogy emelt [Ca?]. mellett nem csak a Ca?"-aram csokkenésével, hanem
egy masik repolarizalé (outward) aram aktivalodaséaval is szdmolnunk kell.

Az L-tipusti Ca?*-dram [Ca?']-fiiggd viselkedése tobb szempontbol érdekes. Ugy thnik,
hogy ez a platd kialakitasdban kitiintetett jelentoségli iondram az SR fizioldgias Ca?'-telitettsége
mellett is jelentos [Ca?*]-fiiggd inaktivaciot mutat (Sipido és mtsai, 1995). Ez a sajatossag a [Ca?'],
szisztolé alatti negativ feed-back jellegl szabalyozasat, és ezért annak (bizonyos foku) stabilitasat

is eredményezheti. Amennyiben a raktar Ca?*-mal telitett ugy a gyorsan emelkedd Ca?*-tranziens
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hamar inaktivalhatja a Ca?*-aramot, ami megsziinteti a tovabbi Ca?*-belépést és Ca?*-felszabaditast
(Hoth ¢és Penner, 1992). Csokkent SR Ca?-tartalom mellett viszont a Ca?"-aram lassabban
inaktivalodik (Sipido és mtsai, 1995), mely lehetdséget ad a hosszabb ideig tarté Ca?*-belépésnek
¢s Ca’-felszabaditasnak. A Ca?-aram inaktivacidjanak finom-szabalyozdsa nem csak a sziv
kontrakcioja szempontjabol fontos (Bers, 2000, 2001). Vizsgalati eredményeink arra utalnak, hogy
ez az AP-ok hosszdra is igen erélyesen hat.

Az emelkedett [Ca?*]. a Ca*-aram fokozott inaktivalasan kiviil, mikodésbe hozott egy
masik aramkomponenst is. Nyugalmi membranpotencidlon ez depolarizald (inward) jellegli volt,
és ezért megfeleltethetd az aritmogén természetll tranziens inward aramnak. Az AP plato
potencialjanal azonban (a Ca?"-aram kikapcsoldsa utan) repolarizald jellegi aramot észleltiink.
ValoszinGsithetd, hogy a kiilonb6zo potencidlokon mért ellentétes iranyultsig ugyanazon
toltéshordozo fesziiltségfiiggd iranyfordulasdnak volt a kovetkezménye. Az é&ram pontos
reverzalpotencialjat nem hataroztuk meg, de fesziiltség-clamp méréseink tanusaga szerint az
mindenképp —45 mV-nal pozitivabb értéknél alakult ki. Kisérletes rendszeriinkben a Cl- Nernst-
egyenlet alapjan szdmitott egyensulyi potencidlja -39 mV volt. Ez az adat is felveti, hogy az I
hatterében [Ca?*] -fiiggd Cl-dramok hiizédnak meg. Mésok azonban azt hangstlyozzak, hogy az I,
létrehozasaban a Na*-Ca?*-csere szerepe is fontos lehet (Hilgemann, 1990; Noble és mtsai, 1991).

Eredményeink egyértelmlien jelzik, hogy az L-tipusi Ca?-dram [Ca*"].-fliggd
inaktivacidjanak mértéke fontos az akcids potencial lefutdsanak szabalyozasaban. Nyul izolalt
szivizom-sejtjeiben nagy amplitidoju Ca?*-tranziensek egy tovabbi [Ca?]-fliggd mechanizmust is
képesek azonban aktivalni. Az ilyenkor megnyild csatornék diasztolé alatt depolarizéciot, szisztolé

alatt koros repolarizaciét eredményeznek. Mindezen hatdsok feltehetdleg fontosak az

intracellularis Ca?*-homeosztazis zavaraihoz kapcsolodo ritmuszavarok 1étrejottében.
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7. Osszefoglalas

Nyul pitvari, kamrai és Purkinje-sejtjein, valamint human pitvari és kamrai sejteken

vizsgaltuk a koffein kezelés, tehat az [Ca?>'].-névekedés hatasara kialakul6 iondramokat és akcios

potencialok modosulasait. Megallapitasaink:

1.

Na® és K" mentes kdrnyezetben, koffein pulzusszer alkalmazasakor nyul szivizomsejteken,
valamint humdan pitvari sejteken egy tranziens, sejtbe iranyulé aram alakul ki -60 mV-os
membranpotencial esetén.

Nyulak pitvari, kamrai sejtjein Na* és K* mentes kornyezetben egy, a Purkinje sejteken mar

kimutatott, [Ca?"]-fiiggd CI' aram jelenlétét igazoltuk. Ennek fesziiltség-dramerdsség

karakterisztikdit, antracén-9-karboxiladt érzékenységeit hasonlonak taldltuk a kiillonbozo
sejteken.

Human pitvari szivizomsejteken is kimutathato, egy a koffeinkezelés hataséra kialakul6 [Ca*].-
fiiggd membrandram. A megnyilod csatornak vezetoképességét nagymértékben befolyasolta a
membran két oldala kozotti monovalens kationeloszlas, de nem befolyasolta a Cl” megoszlas.
Ennek alapjan ezeken a sejteken egy [Ca*']-fliggd nemspecifikus kationcsatorna muikodését

tételezzik fel.

. Humén kamrai miocitdkon nem sikeriilt [Ca*"]-fliggd Cl-, és nemspecifikus kationcsatorna

jelenlétét kimutatni.

A szivizomsejtek [Ca?"].-fliggd iondramai az akcids potencialok lefutdsaban és a ritmuszavarok
kialakuldsdban meghatdrozd szerepet jatszanak. Nyul elektromosan ingerelt kamrai
szivizomsejtjein rovid ideig tarto koffein-alkalmazassal a [Ca?'], d&tmeneti emelkedését eszleltiik.
A hirtelen emelkedd [Ca*"], diasztolé alatt tranziens depolarizaciot valtott ki, mig szisztolé alatt

az akcios potencidl idotartamanak csdkkenését hozta létre.

. Fesziiltség-clamp vizsgalatok alapjan a gyorsult repolarizacio, részben az L-tipusi Ca’*-dram

csokkenésének, részben annak a tranziens dramnak volt a kdvetkezménye, amely a nyugalmi

membranpotencialon depolarizaciot okozott.

. Alacsony [Ca?"], akcios potencidl megnyulast eredményezett, melyet az L-tipust Ca?'-csatornak

fokozott megnyilasaval magyaraztunk.
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8. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkdszonni Dr. Kovacs Laszlo és Dr. Papp Zoltan aldozatos munkajat, akik
témavezetoként minden tdmogatast megadtak munkam elvégzéséhez és hozzaértoen segitették a
Ph.D. tézisek alapjdul szolgéald dolgozatok megsziiletését. A mellettiik és veliik egylitt végzett
munka soran tanultam legtobbet a tudomanyos véleményalkotas és problémafelvetés tekintetében.
Nagy szeretettel gondolok dolgozataim tarsszerzdire: Debreceni Egyetem OEC Elettani Intézetébol
Dr. Rusznak Zoltanra, a Kolni Egyetem III. Belklinikdjarol Dr. Dirk J. Beuckelmannra és Dr. Olaf
Kosterre, valamint a Touri Egyetem Elettani Intézetébol Dr. Jorge Argibayra és Dr. Nicola
Peineaura, akikkel szinvonalas egytiittmikodésre volt lehetoségem.

Eddigi munkam soran az Elettani Intézet minden egyes tagjaval voltak mar kollaboracios
kapcsolataim. Ezek sordn mindenkitdl sikeriilt tanulnom ¢és elsajatitanom olyan dolgokat,
amelyeket a késobbiekben sikerrel hasznaltam fel. Kiilon szeretném megkdszonni Ori Rézanak
segitségét, ami elsdsorban az altalam nem igazan szivlelt oldatkészitésben nyilvanult meg.

Végezetiil halas koszonettel tartozom feleségemnek azért a tiirelemért és megértésért, mellyel

koriilvett €s tamogatott az elmult években.
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szereztem meg. Végzésem oOta dolgozom a Debreceni Orvostudomanyi Egyetem Elettani
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hallgatok képzésében. Iranyitdsommal 7 elfogadott palya- és diplomamunka késziilt, hallgatoim

tobb helyi és orszagos TDK kongresszuson értek el j6 eredményeket eldadasaikkal.

Kutatasi tevékenységemet mind tudomanyos didkkords hallgatoként, mind oktatoként az
elektrofizioldgiai munkacsoport tagjaként végeztem. Kezdettol fogva a szivizom elektrofizioldgiai
sajatsagaival és az intracellularis kalcium haztartasaval, valamint ezeknek a szivritmuszavarok
kialakitdsaban betoltott szerepével foglalkozom. 1995-ben harom honapos tanulmanyutat tettem a
Kolni Egyetemen III. Belgyogyaszati Klinik4janak kisérletes laboratoriuméaban, ahol ugyancsak
szivelektrofiziologiai kisérleteket végeztem human szivizomsejteken Dr. Dirk J. Beuckelmann
iranyitasaval. 1997-t6] kezdodden Dr. Clemens Bélaval a Debreceni Kenézy Korhaz Epilepszia
Centrumanak vezetdjével kollabordlva az epilepszids betegek rohameldjelzését szolgald
matematikai modszerek adaptalasaban vettem részt. 1998. augusztus 1-tol két éves tanulmanyutat
tettem az Egyesiilt Allamokban. Tanulmanyutam soran tovabbi korszerd modszereket elsajatitva
folytattam a szivizomzat mikodésének megismerését célzé kutatomunkédmat. Az amerikai
tanulmanyutam els6 harom honapjat a Cincinnati Egyetem Gyogyszertani és Sejtbiofizikai
Intézetében toltottem. Dr. Atsuko Yatani iranyitdsdval a humdn hypertrophias szivbetegségeket
modellezd egértdrzsek ioncsatornainak tanulméanyozasaval. A tovabbiakban Dr. Stephen Vatner
csoportjaba keriilve az Allegheny General Hospital Kardiovascularis kutatorészlegében, majd a
Pennsylvania Allami Egyetemen Dr. Atsuko Yatani és Dr. Randall Rasmusson vezetésével,
vizsgaltam sebészeti uton eldallitott szivbetegség-modellek esetén. Mindezeken tul a kisérletes
eredményekre ¢€piilo az egészséges ¢€s beteg szivizomsejtek elektromos tevékenységét leirod

matematikai modell kidolgozasdban vettem részt. A tanulmanyutam idején kollaboracios
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kapcsolatot alakitottam ki Dr. William de Groat munkacsoportjaval a Pittsburgh-i Egyetem
Gyobgyszertani Intézetébol, akikkel az jsziilott patkanyok hugyholyagjanak mikodését vizsgaltam

nemlinearis matematikai modszerek felhasznalasaval.

1995-t61 tagja vagyok a Cardiovascular Research biraldinak, mig 1999-t61 a Biophysical
Society-nek. 1997-t61 a nemlinearis modszerek orvosi alkalmazasat elosegito NMTD alapito tagja
vagyok. Eddigi palyafutasom alatt 11 dolgozatom jelent meg, és tovabbi 6 van kozlésre bekiildve.
A megjelent, illetve elfogadott kéziratok kumulativ impakt faktora: 21.073. Az eddigi tudomanyos

tevékenységem alatt 38 tudomanyos eldadast tartottam és 8 citalhato absztraktom jelent meg.
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Gyula P. Szigeti, M.D.: Role of [Ca’*]-dependent currents in cardiac arrhythmogenesis
Tutors: Prof. Laszl6 Kovacs, M.D. and Zoltan Papp, M.D.

Single atrial, ventricular and Purkinje cells, isolated enzymatically from either rabbit or human
heart, have been studied under whole-cell voltage-clamp and were internally perfused with the fluorescent
Ca’" indicator, fura-2. Ca** release from the sarcoplasmic reticulum was induced by external application of
caffeine. Membrane currents of cardiomyocytes from rabbit heart accompanying Ca*" transients showed
linear current-voltage characteristics. When Cl concentrations were kept symmetrical in the absence of the
Na'-Ca*" exchange mechanism, transient currents had a reversal potential close to 0 mV. Reduction of
external CI concentration shifted this reversal potential towards the new Cl equilibrium potential. This
current was blocked by the application of the Cl" channel blocker, anthracene-9-carboxylic acid (0.5 mM). It
is concluded, that [Ca*"]-activated transient membrane currents in atrial, ventricular and Purkinje cells of
rabbit heart are mainly due to the activation of a [Ca**]-dependent CI current. In human atrial myocytes,
caffeine also induced a transient membrane current in the absence of Na" and K*. CI" did not contribute to
this current. Experiments with different cations suggested non-selectivity for Cs™ and Li". Voltage ramps
indicated a linear current-voltage relation. In human ventricular cardiomyocytes, caffeine failed to induce
transient currents. In human atrial cardiomyocytes, a [Ca*']i-dependent nonspecific cation channel is
expressed and may contribute to triggered arrhythmias in situations of [Ca®*]-overload. In ventricular cells,
neither a [Ca*']i-dependent nonspecific cation channel nor a [Ca?']-dependent chloride channel seems to be
expressed.

Effects of single, brief application of caffeine (10 mM) on action potential train were demonstrated
on rabbit ventricular cells. Caffeine (during AP9) first enhanced and thereafter attenuated the [Ca®');
transients accompanying AP9 and AP10-AP12, respectively. This approach provided direct comparison
between time courses of action potentials: during the initial steady state (e.g. AP8) and when Ca®* release
from the sarcoplasmic reticulum was increased by caffeine (AP9) or decreased by depletion (AP10). The
increase in [Ca®]; facilitated repolarization and decreased action potential duration. However, action
potentials at reduced Ca** release (AP10) had longer duration than during steady state. The caffeine-induced
changes in L-type Ca*" current (Ic.1), during voltage-clamp conditions partially explained the effects of
caffeine on action potentials. When Ic.. was blocked by 500 ?M Cd**, enhanced [Ca*"]; transients revealed
an extra current component which was outward at +10 mV and inward at the resting membrane potential
(most probably the transient inward current). In the presence of Cd*", however, AP8 and AP10 had identical
time courses, suggesting that Ic.. alone was responsible for the lengthening of AP10. Alterations in the

transmembrane Na® gradient resulted in changes of the steady state action potential durations (APS)
consistently with the expected modulation of the Na*-Ca*" exchange current. However, the contribution of

this current to the [Ca®']i-dependent behaviour of action potential plateau could not be demonstrated.
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