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Bevezetés, nemzetkozi elozmények

A ritmikus szivmiikodést a sinuscsoméban kialakuld és onnan az ingeriiletvezeto

rendszeren, majd a munkaizomzaton tovaterjedd akcids potencialok hozzak létre. Az

akcios potencial (AP), a sejten beliili kalcium koncentracio ([Ca2+]i) tranziens

emelkedését idézi elo, amely a kontraktilis rendszert aktivalja. Az [Ca2+]i emelkedése
elsosorban a kalcium raktarakbol (szarkoplazmatikus retikulum, SR) torténd
felszabadulas eredménye, ami az SR Ca2T-csatornak (rianodin-receptorok) megnyildsa
révén jon létre. A sejten beliil szabadda valo Cat nagy része specializalt Ca2t-kotd

fehérjékhez kapcsolodik, melyek konformaciovaltozasa kdzvetit a sejten beliili Ca2t

szintben bealld valtozas és az ¢lettani funkcid kozott. Az Gsszehuzodast a vékony

filamentumon elhelyezkedd troponin komplex szabalyozza, amely a Ca2t-ok kotése

utjadn biztositja a vékony- és a vastag filamentumok ciklikus kapcsolatat, ezaltal a sejt
megrovidiilését. Az energiaigényes ciklus akkor zarul le, amikor a Ca2t szint az

0sszehuizodas elotti nyugalmi értékre tér vissza. Az [Ca2+]i csokkentésében kiemelkedo
szereppel bir az SR-be torténd aktiv visszavétel, amely szintén energiaigényes folyamat,
valamint a sejtmembranon keresztiil lezajlo Na™-Ca*" cseremechanizmus. Ez a folyamat
transsarcolemmalis ionaramot eredményez, mivel egy Ca2t transzportjat harom Na™
ellentétes iranyt mozgasa kiséri.

A Na'-Ca** cseremechanizmuson kiviil az [Ca2+]i emelkedése  mas

membranaramok megjelenését is eredményezheti. Kiilonb6zo szivizom preparatumokon
ismertté valt egy [Ca2+]i-fﬁgg6 nemspecifikus kation aram, egy [Ca2+]i-fﬁgg6 kalium
aram, ¢s egy [Ca2+]i-ﬁigg6 klorid &ram is. Elettani koriilményeink kozott ezek az
ioncsatornak elvileg hozzéjarulhatnak az AP kialakulasahoz. Ugyanezen aramok a sejtek

Caz+-tﬁlt61t6ttsége esetén ritmuszavarokat is létrehozhatnak. Ez akkor kovetkezik be,
amikor a szivizomsejtek oxidativ anyagcseréje elégtelenné valik és az energiaigényes

folyamatok zavart szenvednek (pl. ischaemias szivbetegségek, ischaemids-reperfizios



anyagcserezavarok, szivelégtelenség). Ilyenkor a raktarakbol a Ca2t spontan felszabadul

és a sejten beliili nyugalmi [Ca2™]; megemelkedik. Ez a Ca2*-felszabadulas a nyugalmi
membranpotenciallal rendelkezo sejtben depolarizdld aramokat (inward aramokat) hoz
létre, melyek sinus-inger hidnyaban is kivalthatjdk a kérosodott szivizomsejt ¢és
kornyezete ingeriiletét. Ilyen tranziens inward aramok (Ir) jol ismertek a spontdn
kialakul6, sejten beliili [Ca2+]i inhomogén felszabadulasa kapcsan, igazolva a Ca2t-

anyagcsere sériilésének jelentoségét a ritmuszavarok keletkezésében. Kevés ismeret all
ugyanakkor rendelkezésre ezen I relativ dsszetételére és azok sejtszintli szabalyozasara

vonatkozolag. A szivizomsejtek intracellularis és az intersticidlis tér iondsszetételét

figyelembe véve a nyugalmi membréanpotencialon a [Ca2];-fliggd klorid aram, a [Ca2™]
i-fiiggd nemspecifikus kation aram és a Na*-Ca2t cseremechanizmus eredményezhet

depolarizal6 aramokat, mig a [Ca2+]i-ﬁjgg6 kalium &ram inward aramot nem general.

Jelen munkéankban az inward aramot 1étrehoz6 csatornamikodések vizsgalatanak kiemelt

figyelmet szenteltiink.
A [Ca2+]i-ﬁjgg6 klorid aramot nyul pitvari és kamrai sejtjeiben, mint tranziens
hyperpolarizalé (outward) aramot ismerték fel, depolarizalo fesziiltséglépcsok

alkalmazasa kapcsan. Ezen klorid (Cl7) 4ram és a sejten beliilli Ca2'-tranziens

kapcsolatat nyalbol izolalt Purkinje-sejteken irtak le eloszor. A tranziens dram hamarabb
alakul ki és szlinik meg, mint ahogy a sejten beliili Ca2*-tranziens eléri a csticsat. Nagy

amplitudoval rendelkezd (koffeinnel kivaltott, vagy spontdn kialakulo) Ca2™t-

tranzienseket kisér6 membranaramok tanulményozésa polarizalt membranon egy
kinetikailag gyors, valamint egy lassu [Ca2+]i-ﬁjgg6 Cl-4ram azonositasat

eredményezte. Szemben a gyors kinetikat mutaté Cl-arammal, a lasst komponens
ugyanabban az idOben éri el a csucsat, mint a Ca2*-tranziens. Mig a gyors kinetikat

kovetdo Cl-aramot minden bizonnyal azok a csatornafehérjék hozzak Iétre, amelyek

tranziens outward aramot eredményeznek depolarizalé pulzusok alatt, addig a lassu

komponens eredete ismeretlen. Lehetséges, hogy ez a lassu aram egy Cat-ra eltérd
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affinitdssal rendelkez6 csatorna megnyildsdnak az eredménye. Azonban az is
elképzelhetd, hogy csak egyféle Cl -csatorna talalhat6 a Purkinje-sejtek membranjaban és
a kétfazisu aramkinetika a sejtmembran alatti lokalis [Ca2+]i—t tiikkr6zi. Ez utobbi nézetet
tamogatja az a tény, hogy a Purkinje-sejtek sajatos morfoldgiaja jelentds [Ca2¥];-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 Ca2* felszabadulast hozva létre a sejt teljes keresztmetszetében. Erdekes tény,

hogy a pitvari sejteken a transzverzalis tubulusok a Purkinje-sejtekhez hasonloan szintén
hianyoznak. Lassu kinetikaja [Ca2+]i-ﬁ'1gg6 Cl--aramot nyul pitvari, kamrai sejtjein még
nem mutattak ki. Ugyanezen sejteken mindeddig csak depolarizacioval valtottak ki

Ca2*-tranzienseket, amelyek Purkinje sejteken is elégtelenek a lassu aramkomponens

aktivalasara. Az utdbbi iddben egyre tobb nagytest allat ventrikularis sejtjein

demonstraltdk a [Ca2*];-fiiggd klorid 4ram jelenlétét (kutya, birka, diszno,
vadaszgorény), azonban eddig még senki nem probalta meg ezen aramtipust human

szivizomsejtekben kimutatni.

A nyul Purkinje-sejteken megismert [Ca2*t]j-fiiggd Cl--aramokhoz hasonléan
tengeri malac pitvari sejtjein a Na"-Ca2t  cseremechanizmus 4ltal létrehozott
membranaram is két komponenst mutatott. A Na*-Ca2t csere jelenlétét nyulak izolalt

szivizomsejtjein szintén demonstraltak, azonban [Ca2+]i-ﬁigg6 analizisre mindeddig nem

kertilt sor. Az sem ismert, hogy a Na*-Ca2t cseremechanizmus milyen mértékben jarul

hozza azon membranaramokhoz, amelyek a sejten beliili Ca2*-overload kapcsan
alakulnak ki.

[CaZ+]i-fljgg6 ionaramok kialakulasa nem csak a nyugalmi membranpotencial,

hanem az AP lefutds modulacidja révén is kelthet ritmuszavarokat. A sejten beliili térben

koérosan megemelkedo [Ca2+]i, valamint a spontan kialakulo [Ca2+]i ingadozasok és a



[Ca2+]i-ﬁigg6 ioncsatornak kozti kapcsolat, valamint ezek AP-okkal valo Osszefiiggései

ma még részletesen nem ismertek. A kapcsolatrendszer tanulmanyozasa kozelebb
vezethet kiillombo6z06 szivbetegségeket kisérod ritmuszavarok sejtszintl megismeréséhez.

Izolalt szivizomsejtek elektrofiziologiai vizsgalata segitséget nytjthat az ingeriileti
folyamatokat kialakitd iondramok Ca2+—fﬁggésének tanulmanyozéasahoz. A sejtmembran

potencialvaltozasai és iondramai elektromos uton mérhetok, a [Ca2+]i valtozasai optikai

uton kovethetok. Az elektromosan ingerelt szivizomsejtek az ingerlések alatt AP-t

generalnak, a [Ca2+]i emelkedik: a sejtek Osszehuzdodnak. A diastolés peridodus alatt a
[Ca2T]; alacsony, a sejtek relaxalt allapotban vannak. Koéros kériilmények kozott a
[Caz+]i szabalyozatlanna valik, elsésorban emelkedik. Az ischaemias viszonyok kozotti

emelkedett [Ca2+]i modellezésére rovid ideig tartdé koffein alkalmazéasokkal (koffein-
pulzus) nyilik lehetdség, amely az SR-bdl az elektromos ingerléstol fliggetlentil barmikor
Ca2*-felszabadulast idéz eld. Mivel a koffein igen erélyesen hat a sejten beliili
raktarakra, a koffeinnel kivéltott Ca2*-tranziensek amplitiddja a normal szisztolék alattit
jelentdsen meghaladja. Igy, a koffeinnel kivaltott [Ca2+]i- ¢és kovetkezményes ingeriileti

folyamat-valtozasok a [CaZ+]i-fljgg6 folyamatok tanulmanyozdsara megfelelo

lehetoséget biztositanak.
Célkitaizések

1. Azonos mikodésiiek-e a koffeinnel Kkivaltott, [Ca2+]i-fﬁgg6 ionaramok a nyul
pitvari, kamrai és Purkinje-sejtjeiben Na" és K* mentes kornyezetben? Nyulsziv

Purkinje-sejtjein korabban leirasra kertiilt egy koffeinnel aktivalhat6 ionaram, melynek a

toltéshordozoja a Cl-. Feladatul tlztiik ki az aram jelenlétének bizonyitasat, [Ca2+]i—

crer

kamrai szivizomsejteken is.



2. Ugyanaz-e a toltéshordozoja a human pitvari szivizomsejtekben regisztralhato
koffein-aktivalt [Caz"‘]i-fﬁgg(‘) aramnak, mint nyulban? Vajon a humén pitvari

izomsejteken is kimutathatok-e a nyll szivizomsejteken talalt Cl--aramok? Lehet-e
szerepiik az aritmogenezisben? Az altalunk végzett kisérletekig még nem kozoltek
emberi szivizomsejtekben koffeinnel indukalt ionaramokat. Célunk ilyen ionaram
kimutatdsa, karakterizaldsa, valamint a nyul szivizomsejteken megismert aramokkal

torténod Osszevetése volt

3. Kimutathato-e [Ca2+]i-fiigg6 ionaram jelenléte human kamrai izomsejteken Na*

és K* mentes kornyezetben? Mérhetd-e [CaZ1);-fliggd dram a Nat-Ca2™ csere és a KT-

aramok hianyaban human kamrai sejteken?

4. Mi a szerepe a koffeinnel aktivalt ionaramoknak a kardiomiocitak ingeriileti

folyamataiban? A [Caz+]i-dependens aramokat elektromosan ingerelt szivizomsejteken

mas megkozelitésben is tanulményoztuk. Azt vizsgaltuk, hogy hogyan valtoztatja meg

koffein alkalmazésa az AP lefutdsat. Ilyen vizsgalatokban valaszt kaptunk arra is, hogy a

fiziologias folyamatokban milyen mértékben vesznek részt [Ca2+]i-ﬁigg6 aramok,

valamint, hogy a kiilonb6z6 mértékl [Ca2+]i-véltozésok hogyan ¢érintik a sejtek

ingertileti folyamatait.
Eszk6zok, modszerek

Nyul szivizomsejtek izolaldsa

Izolalt pitvari, kamrai és Purkinje sejteket 1,3-1,8 kg testtomegi 0j-zélandi fehér
nyulakbol enzimatikus méddszer alkalmazéasaval nyertiink. Az allatok altatasat kovetoen a
mellkast megnyitottuk és a sziveket gyorsan kimetszettiik. Az ischaemids kéarosodas
elkeriilése végett a mellkasbol eltavolitott szivek aortdjat alacsony kornyezeti
homérsékleten (3°°C) kaniilaltuk, igy lehetové valt a szivek Langendorff-szerinti
perfuzidja. A felfliggesztést kovetoen a sziv aktivitdsa néhany mésodperc alatt visszatért,
¢s a spontan szivmikodéssel parhuzamosan a sziv iiregeibol €s ereibol a maradék vér

tavozott (37°°C). Ezutan a szivmikodést leallitottuk Ca*" mentes Tyrode-oldattal, majd
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kollagenazt és proteazt tartalmazé Ca** mentes Tyrode-oldattal 10-15 percig
perfundaltunk. Ezt kovetoleg a sziveket a Langendorff-rendszerrol eltavolitottuk, és a
kamrakat felnyitottuk. Az igy kiteritett szivbdl kipreparaltuk a Purkinje-sejtek altal
létrehozott halézatot, a bal kamra papillaris izomzatat, valamint a pitvarokat. A
szovetdarabok emésztését az enzim tartalmi Ca’* mentes Tyrode-oldatban
szobahomérsékleten mindaddig folytattuk amig izolalt sejteket nem kaptunk. Az izolalt
sejtek kornyezetébdl a proteolitikus enzimeket tobbszori mosas révén tavolitottuk el,
majd az extracellularis Ca*" koncentraciot két 1épésben 1,8 mM-ra emeltiik. Az igy nyert

sejteket szobahdmérsékleten (22-23°°C) taroltuk.

Human pitvari szivizomsejtek izoldldasa

A jobb pitvari szovetmintak 46 olyan betegbdl szarmaztak, akik nyitott szivmitéten
estek keresztiil. Ezeknél a mutéteknél a jobb pivar egy kicsiny darabja rutinszerien
eltavolitasra keriilt.

A kimetszett izomdarabkak a hozzavetoleg 4 °C-os kardioplégias oldatban tarolva
jutottak &t a mGtobol a kisérleti laboratoriumba. A myocardium darabkékat olloval aprod
darabokra vagtuk, majd azokat 37 °C-s 10 ml-nyi Ca*" mentes Tyrode-oldatba helyeztiik.
Ezutan a szovetdarabokat folyamatos mechanikus agitacionak tettiik ki, és a folyadékokat
tiszta O,-nel allanddéan buborékoltattuk. A mintdkat eloszor vértdl mentesitettiik, majd
enzim tartalmazé (Worthington-kollagenaz és protedz) Ca** mentes Tyrode-oldatot
alkalmaztunk. 30 perc elteltével a részlegesen emésztett izmot 1 percen keresztiil 500 g-
vel centrifugaltuk és a feliiluszot eltavolitottuk, ezutan a centrifugalast Ca mentes Tyrode
oldat 1jboli hozzaadasa utan megismételtiik. A feliiluszo ujboli eltavolitdsa utan az izmot
tartalmazd részt Worthington-kollagendzt tartalmazd Ca®* mentes Tyrode-oldatba
helyeztiik. A szovetdarab emésztddésétol fiiggoen 10-20 perc elteltével a sejtszuszpenzidt
az elozoekben ismertetett kétlépéses centrifugalasnak tettiik ki. A feliiliszé eltavolitasa
utdn a sejteket 20-22 °C-on nomindlisan Ca** mentes Tyrode-oldatban taroltuk a
kisérletek megkezdéséig, amikor a mérdedénybe athelyezett sejtek koriil 2 mM Ca*
tartalmazd Tyrode-oldatot alkalmaztuk. A méréseket azokon a sejteken végeztiik,

amelyek 2 mM Ca®" jelenlétében spontan kontrakciokat, kontraktirat nem mutattak,



tipikus alakuak voltak, valamint a sejtfelszini membranjuk mentes volt mindenféle

kidomborodastol.

Human kamrai szivizomsejtek izoldlasa

A human bal kamrai myocardiumbol szarmazo sejteket 22 paciens szivébol
izolaltuk. A péciensek koziil 17-en a szivelégtelenség végso stadiumaban keriiltek
szivtranszplantaciora ¢és a muatét alatt eltavolitott beteg sziveket hasznaltuk fel
kisérleteinkben. Tovabbi 5 sziv olyan egészséges donor sziv volt, amelyek kiilonb6zo
technikai okok miatt nem keriilhettek szivtranszplantaciora.

Az eltavolitott sziveket 4 °C-os kardioplégids oldatba helyeztiik és a laboratoriumba
szallitottuk. A sejtizolacidhoz szegmentperfiizios eljarast alkalmaztunk. 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 kdvetoen a sziveket 40 percen keresztiil Worthington-kollagenazt és proteazt

tartalmazd nominalisan Ca** mentes Tyrode oldattal emesztettik. Ezt kdvetden a

szOvetmintakat 15 percen at mostuk az enzimeket és 200 uM Ca*" tartalmazd moédositott

Tyrode-oldattal. A kimosas utan a sejteket a midmyocardialis régiobol metszettiik ki és

nylon sz(ron térténo filtralas utdn a sejteket 200 uM Ca*" tartalmazo Tyrode-oldatban
emeltiik a 2 mM-os Ca?" koncentracio eléréséig. A sejtek szobahomérsékleten tartva

atlagosan 5 oran keresztiil voltak hasznalhatok elektrofizioldgiai mérésekhez.

londramok és akcios potencidalok mérése

Az izolalt szivizomsejtek ingeriileti folyamatait teljes-sejt patch-clamp technikéaval
szobahdmérsékleten tanulmanyoztuk. A nyul szivizomsejteken tortént kisérletekhez
Axopatch-1D erositot hasznaltunk. A mérésekhez hasznalt mikropipettdk elektromos
ellenallasa 1,2-3,4 MQ kozott volt. A sejtek iondramait a mérorendszer fesziiltség-
rogzités (voltage-clamp) moddozatinak alkalmazédsaval, mig a membranpotencial
valtozasokat aram-rogzités (current-clamp) modban kovettik. A sejtek elektromos
ingerlését ¢és a mintavételezést a pClamp 6.0.2. szoftver révén valositottuk meg. Az
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elektromos jelek mintavételezése 400 Hz-es gyakorisdggal tortént. A mért aramjeleket 2
kHz-es Bessel szlirdvel filtereztiik és nem korrigdltuk linearis leak aramra. Az adatokat
PC kompatibilis szamitogépen taroltuk. A human izomsejteken tortént mérések hasonlo

technikaval, de egy EPC 7 bazisu rendszeren voltak kivitelezve.

[Ca*']i-mérés

A kisérleti apparatus egy Nikon-Diaphot invertald6 mikroszkop koré éptlt. A
mikroszkop targyasztalara helyezett sejtek elektromos kontrolljat és a sejten beliili Ca**
koncentracid valtozasok kovetését egyidejlleg valositottuk meg. A Ca*" koncentracid

megitélését a mikroszkop koré épitett optikai rendszer segitette. Az intracellularis Ca*

koncentracid valtozdsainak mérését fluoreszcens indikatorral (100 puM KsFura-2)
oldottuk meg. Az izoladlt sejtbe a mikropipettdn keresztiill bejuttatott Fura-2
fluoreszcencidjanak Ca®"-fiiggd viselkedését 340 nm és 380 nm gerjesztési
hulldamhosszokon vizsgaltuk. Az excitdcios hulldmhosszokat egy Deltascan-1 késziilek
kettds monokromator rendszere kiilonitette el. Az emittalt fluoreszcencia intenzitasat 510
nm-en fotoelektronsokszorozé felhasznalasaval erdsitettiik, és a jeleket analog/digitélis
konverzié utan szamitdégépen rogzitettikk. A mért fluoreszcencia hattérintenzitasokat
mindig kivontuk a sejteken mért értékekbol. Az optikai rendszer irdnyitasat és a mért
jelek rogzitését OSCAR szoftver segitségével valositottuk meg. Az optikai mintavétel
frekvencidja 200-400 Hz volt. A human izomsejteken tortént mérések hasonld

technikaval, de egy Zeiss-Axiovert 35 bazisi rendszeren torténtek.

Kisérleti protokollok

A kivalasztott sejtet a kozvetlen kornyezetében elhelyezett (a sejttdl mért tdvolsag
<100 mm) hazilag késziilt perfuzios rendszerrel folyamatosan mostuk, amely a
vegyszerek igen gyors cseréjét (kb. 500 ms alatt) is biztositotta. A [Ca®']-fiiggd
ionkonduktancia-valtozasokat 10 mM koffein gyors, pulzusszeri (idotartam 300 ms)
adagolasaval idéztiik elo. Bar a koffeinrdl ismert, hogy az a [Ca*] tranziens
valtoztatasain kiviil 1ényegesen lassabb kinetikaval az intracellularis foszforilacios
folyamatokra is hat, viszont épp a kinetikai kiilonbségek miatt ez nem jatszhatott

lényeges szerepet az altalunk vizsgalt sajatsagokban. A sejtek membranpotencialjat
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rendszerint -60 mV-os kiindulasi értéken tartottuk. A [Ca*']i-fliggd ionaramok aram-
fesziiltség karakterisztikdjat és az aramok megfordulasi potencialjat (E..) egyrészt 30
mV-os fesziiltséglépcsok segitségével, masrészt 200 ms hosszh (0,7 Vs™) -60 mV-t6l +80
mV-ig tartd folyamatosan emelkedd fesziiltséggel (fesziiltségrampak) segitségével
hataroztuk meg.

A pipettak szdjadékanal kialakul6 junkcids potencial értékét 7-10 mV-nak talaltuk,
amelynek az aktualis értéke attol fliggden valtozott, hogy az adott pillanatban milyen
oldatkombinacidt alkalmaztunk.

AP méréseinket az aram-rogzités technika alkalmazéasaval hoztuk létre. Ilyenkor
rovid ideig tartd (3 ms), 0,2 Hz-es aramimpulzusokkal 15 egymadst kovetd akcios
potencialt (APy.;5) valtottunk ki. Az AP alakbeli stabilizalodasat, és steady-state SR Ca**
telitettség kialakulasat (azonos Ca*'-tranziensek) 3-5 ingerlést kovetden tapasztaltuk.
Annak érdekében, hogy a diasztolés periddus alatti membranpotencial, és a steady-state
AP platé fazisanak [Ca*i-fiiggd viselkedését tanulmanyozhassuk a perfizios rendszer
segitségével koffein-pulzusokat alkalmaztunk. Amennyiben a platd [Ca®]—fiiggd
viselkedésére voltunk kivancsiak, ugy a koffein alkalmazéisara a kilencedik akcios
potencidl (AP,) felszalld szarat kovetden keriilt sor. Ennek megfeleloen AP, alatt
szemmel lathatdan is er6sebb kontrakcio6 alakult ki, mint az azt megel6z6 (APs), és az azt
koveto ingertiileti folyamat alatt (AP). S6t, APy, alatt a kontrakciok rendszerint teljesen
hidnyoztak. Ez arra utalt, hogy a koffein kezelést kozvetleniil koveto AP alatt az
intracellularis Ca**-raktarak atmenetileg kitiriiltek. A nyolcadik akcios potencialt (APs) és
az ahhoz tartozd Ca*'-tranzienst kontrollnak tekintettiik. A kilencedik akcios potencial a
magas amplitidoval rendelkezd Ca*'-tranziens hatasat tiikrozte (APy), mig APy az
intracellularis Ca®*-depléci6 hatasairdl arulkodott. Azért, hogy az AP [Ca®]-fiiggod
sajatsagait jobban szemléltessiikk, az AP idotartamokat kiilonb6zé repolarizaciods

fesziiltség (30, 50 és 90 %-os) szinteknél is meghataroztuk.
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Az adatok kiéertékelése

A szamszerii eredmények az ,,N” sejten tortént mérések atlagait, valamint a
hozzatartoz6 standard hibakat (S.E.M.) jelolik. A statisztikai vizsgalatokhoz t-pobat és
ANOVA- tesztet hasznaltunk.
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Eredmények

I7; tanulmanyozasa nyul pitvari, kamrai és Purkinje-sejteken; koffein alkamazasa az I
vizsgalatara

Kisérleteinkben eloszor arra kerestiink valaszt, hogy nyulak pitvari és kamrai
sejtiein is megtalalhaté-e a Purkinje-sejteken mar kordbbiakban demonstralt koffein
aktivalt aram. -60 mV-os kiindul4si membranpotencialt alkalmazva, mind a pitvari, mind
a kamrai miocitdkon ki tudtuk mutatni a koffein pulzusszer alkalmazasat kdvetden
kialakuld [Ca®)-fiiggd, a sejtek belsejébe irdnyuldé (inward) ionaramot. Ezen
kisérleteinkben a Na'-Ca®* cseremechanizmus és a K" 4aramok zavard hatdsanak
kikiiszobolése végett a sejtek kiilsd és belsd terében Na® és K" mentes oldatokat
hasznaltunk. A koffein hatdsara kialakulo [Ca*']i-fliggd iondramok és Ca®" tranziensek
jelentds variabilitast mutattak. A sejtek kapacitdsdra vonatkoztatott csticsaramok 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 amplitidokhoz hasonléan az aramok idotartama is széles hatarok kozott valtozott,
azonban a Ca”" tranziensek minden esetben megel6zték az dramaktivaciot és rendszerint

tovabb is tartottak.

A koffeinnel kivaltott dram fesziiltségfiiggese és a toltéshordozo megallapitisa
ionszubsztitucioval nyul szivizomsejtekben

Tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy milyen toltéshordoz6 allhat a koffeinnel aktivalt
I hatterében. Elvileg az SR-bol felszabadulo Ca** (1) [Ca*']i-fliggd Cl-aramot, (2)
[Ca*]i-aktivalt nem specifikus kation dramot és (3) Na*-Ca®" cserearamot generalhatott.
Az altalunk hasznalt Na®™ és K" mentes oldatkombinacié esetén azonban a lehetséges
toltéshordozok szama kettore csokkent. Mivel a Na™ szubsztituenseként hasznalt NMDG”*
membran-impermeabilis, igy a Na"™-Ca®" cseremechanizmus Ir-ban bet6ltott szerepét Na*
mentes kornyezetben kizarhattuk. A K* szubsztituens Cs” lehetséges toltéshordozoként
meriilt fel. Ezt az iont viszont kizardlag a pipetta oldat tartalmazta, igy barmilyen
membranpotencialt is alkalmaztunk, annak egy kifele iranyuld aramot kellett volna

létrehoznia. A CI° toltéshordoz6 szerepének bizonyitdsara Cl” szubsztitiicios kisérleteket
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végeztiink eloszor Na™ mentes, majd Na' tartalmazo oldatokban. Na™ mentes kiils6 oldat
esetén a kiilsd és belsd oldat CI' koncentraciojabol szamitott megfordulasi potencial
(Erevcn)  értéke kezdetben -1 mV volt. A fesziiltségrampéakkal meghatarozott In
megfordulasi potencial értékek (E.vam)) 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,
amik jo egyezést mutattak a szamitott E..,cy értékkel. Amikor a Na" mentes kiilsd oldat
A Kkisérleteinkbol meghatarozott E...am értékek is pozitiv irdnyba tolddtak 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) moddosultak, ami felveti a CI° lehetséges
szerepét az I kialakitasaban.

A tovabbiakban a Na'-Ca®" cseremechanizmus Ir-ban betoltott lehetséges szerepét
vizsgaltuk. Ennek érdekében Cl szubsztiticios kisérleteinket normal Tyrode és alacsony
biztositd normal Tyrode-oldatban a szamitott Ervcy -3 mV, mig alacsony Cl” Tyrode-
oldatban +43 mV volt. A fesziiltségrampakkal meghatdrozott E..qm, megfordulési
potencial értékek pitvari sejteknél +6+£1 mV-nak (N=10), kamrai myocytaknal +6+1 mV-
nak (N=10), mig Purkinje-sejteknél +3+1 mV-nak (N=4) adodtak. Amikor a kiils6 oldat
megvaltoztak. Pitvari sejteknél +23+1 mV-t (N=7), kamrai myocytdknal +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 ¢s jelenlétében meghatarozott megfordulasi
potencial értékekben, sem szimmetrikus, sem pedig aszimmetrikus ClI' megoszlasok
esetén nem tudtunk szignifikans kiilonbségeket kimutatni.

A Na'-Ca® cseremechanizmus In-ban betoltott lehetséges szerepét ugy is
tanulméanyoztuk, hogy a Tyrode-oldatokban végzett kisérleteinket az antiporter
gatldjaként ismert Ni** (5 uM) jelenlétében is megismételtiik. A kisérleteket harom
pitvari sejten elvégezve, nem talaltunk statisztikailag kimutathat6 kiilonbségeket sem az
aramok lefutdsaban, sem azok megfordulasi potencidljaban. A szubsztitucios és a Ni*
felhasznalasaval kapott eredmények ismeretében megallapithatdo, hogy a Na™-Ca*

cseremechanizmus Ir-ben betdltott szerepe a Cl° aramokhoz képest csekély. CI
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szubsztitucios kisérleteink arra utalnak, hogy nytlban a koffeinnel kivaltott [Ca*"]i-fliggd
Iy 16 toltéshordozoja a CI', tehat itt dontden egy [Ca**)-fiiggd Cl-aramrol (Icica) van szo.

Mi okozhatja azonban az alacsony CI" tartalmazo6 oldatokban kialakulé E.evci) €s a
Erevarry kOz6tt1 jelentds kiilonbséget? A junkcios potenciallal tortént korrekciot kovetden
még mindig hozzavetdleg 15 mV-i kiilonbség adodott az Eieyci) €és a Erevamy értékei kozott,
ami leginkdbb azzal magyarazhato, hogy a Cl szubsztiticids kisérleteinkben hasznalt
glutamat™ is képes athaladni a Icica-on. Ha feltételezziik, hogy az ionok csatornan torténo
atlépése egymastol fiiggetlen, akkor a csatorna glutamat-ra és Cl-ra vonatkoztatott
permeabilitdsi  hdnyadosa  (Pguams/Pci) a  Goldman-Hodgkin-Katz  egyenletbol
meghatarozhatd. Ezek alapjan a Pguuma/Pa értéke pitvari sejteknél 0,423-nak, kamrai

sejteknél 0,505-nak, Purkinje sejteknél pedig 0,471-nak adodott.

A nyul szivizomsejtekben talalhato I aram téltéshordozojanak megallapitasa a csatorna
farmakologiai gatlasa alapjan

Az ionszubsztiticios kisérletek mellett kiilonb6z6 Cl° csatorna géatlok hatasat is
vizsgaltuk a koffeinnel kivaltott In-on. Elsoként a kiilsoleg alkalmazott 0,5 mM
anthracén-9-karboxiladt (9-AC) koffeinnel kivaltott membrdnaramra kifejtett hatasat
vizsgaltuk. A 9-AC jelentdos mértékben gatolta a I kifele irdnyuld komponensét a pitvari
sejteken. Ez a gatlas +80 mV-on a 90 %-ot is elérte, mikdzben sem a megfordulédsi
potencidl értéke, sem pedig a befele irdnyul6 aramkomponens nem véltozott. Hasonlo
hatasokat tudtunk kimutatni 4 kamrai és 1 Purkinje sejten is. Hat pitvari és 11 kamrai
sejt esetén megvizsgaltuk a 9-AC hatésat az intracellularis oldal feldl adagolva. Ilyenkor
mind a kifele, mind a befele iranyulé aramkomponens nagymértékben csokkent, sot
osszesen 10 sejt esetén egyaltalan nem tudtunk [Ca®']-fiiggd ionaramot kimutatni. Az
lcicay mikodésének gatlasara stilbén-szarmazékokat is probaltunk alkalmazni, hiszen
ezekrdl is ismert, hogy gatolni képesek a lcica) mikodését. Kisérleteinkben 2 mM SITS és

0,1 mM DIDS hatasat vizsgaltuk, azonban szamottevo gatlast nem sikeriilt kimutatnunk.

Iy tanulmanyozasa human pitvari sejteken
A huméan sejteken végzett méréseink, a pitvari és kamrai izomsejtek konnyebb

elérhetdosége miatt, Dr. Dirk J. Beuckelmannal kollaboracidban a Kolni Egyetem
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Szivelektrofiziologiai Laboratoriumban késziiltek. A németorszagi mérdrendszer
kiilonbségei miatt a mérési protokoll modositasara volt sziikség. Mivel az emésztést
kovetden a szivizomsejtekben 1évo SR Ca*" telitettsége igen variabilis volt, ezért 5 db -60
mV-r6l +10 mV-ra torténd depolarizaldé pulzussorozattal (1 Hz) egy konstansnak
tekinthetd SR Ca*" telitettséget hoztunk létre. Az 5. depolarizalé 1épcsd utan
tesztpulzusok segitségével meghataroztuk kiillonb6z6 membranpotencidloknal kialakuld
membranaramokat koffein alkalmazasa nélkiil, illetve 10 mM koffein pulzusszerQ
alkalmazasakor. A kiilonbségi aramokat koffein altal aktivalt dramként értelmeztiik és

ezeket abrazoltuk a fesziiltség-aramerdsség diagrammokon.

A koffeinnel kivaltott aram fesziiltség-fiiggése és a toltéshordozo megallapitisa
ionszubsztitucioval human pitvari sejteken

Kisérleteinket  eloszor  kozel szimmetrikus CI°  megoszlast  1étrehozo
oldatdsszetételnél (Eievcyy=-1 mV) végeztiik el. Minden vizsgalt membranpotencidlnal
kifele iranyulé aramot tudtunk kimutatni. A ClI° megfordulasi potencidljanak
nem befolyasolta a koffein altal kivaltott aram iranyultsdgat (Ewvcy=141 mV, illetve
Erviay=-46 mV). Az igy kivaltott aram megforduldsi potencialjat nem sikeriil
meghatarozni még  -120 mV-os tesztpotencial hasznalatdval sem. Az altalunk
alkalmazott oldatok esetén a csatorna lehetséges toltéshordozoinak szdma ezaltal egyre
csokkent. Ezekben a sejtekben csak a Cs® lehetett a toltéshordozo. Mivel ezt az iont
kizardlag a pipetta oldat tartalmazta, igy barmilyen membranpotencialt alkalmazunk,
annak egy kifele iranyuld aramot kellett létrehoznia és ezéltal egy nemspecifikus
aramaktivaciorol lehetett sz6 a koffein adagolasat kovetoen. Tovabbiakban ezt a
hipotézisiinket teszteltiik. A nem specifikus kation csatorna fiziologias koriilmények
kozott Na'-ra és K'-ra mutat vezetoképességet, azonban ha ezek az ionok hianyoznak,
akkor egyéb monovalens kationok (Li" és Cs") is képesek athaladni az aktivalt csatornan.
Oldatainkban tovabbra is mellézve a Na'-t és K'-t, szimmetrikus Cs" megoszlast (N=7),
illetve szimmetrikus Li" megoszlast (N=6) hoztunk létre. Ilyenkor a koffein hatasara Li*
esetén -7,1£1,5 mV, Cs" esetén pedig -3,3+2,5 mV koriili megfordulasi potenciallal

rendelkez6 dram aktivalodott. A csatorna (Ican) kiilonbozd vezetdképességet mutatott
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Li*-ra és Cs'-ra, mivel a -60 mV-os membranpotencialokon a kapacitasra vonatkoztatott
aramsQriségek jelentdosen kiilonboztek egymastol (-1,13+0,26 pA/pF Li" esetén, illetve

-0,66+0,15 pA/pF Cs" hasznalatakor).

A nemspecifikus kation csatorna [Ca’* ] -fiiggése humdn pitvari sejteken

A csatorna toltéshordozojanak meghatarozasa utan két tovabbi kérdésre kerestiink
valaszt: Tényleg [Ca®)-fliggd a koffein-altal 1étrehozott aram? A 1épcsds drammérési
protokollok miatt alkalmazott t6bbszoros koffeinkezelés minden esetben azonos Ca*
tranzienseket hoz 1étre? Az els6 kérdés megvalaszolasahoz a pipetta oldatba Ca*
megkotd EGTA-t (10 mM) juttattunk, igy az [Ca*]i emelkedés gatlasan keresztiil,
minden esetben (N=7) megakadalyoztuk a koffeinnel aktivalhatd aram kialakuldsat. A
tovabbiakban a repetitiv koffein adagolas hatdsara, kiilonb6zd membranpotencidloknal
kialakulo Ca®" tranzienseket vizsgaltuk. Bar kisebb eltérések talalhatok az egyes
tranziensek kozott, de 1ényegi kiilonbségek nem voltak kimutathatok a 340, illetve a 380
nm-es hulldmhosszusdgnal mért Fura-2 jelekben. Az ismételten alkalmazott koffein
azonos membranpotencialok esetén sem befolydsolta szamottevoen a kialakult Ca**

tranziens- ¢s dramsajatsagokat.

A human pitvari sejteken kimutathato Icav farmakologidja

Az eddigiek soran bemutatott kisérletes eredményeink bizonyitjak, hogy human
pitvari sejteken egy [Ca*']-fliggd nemspecifikus kation csatorna (Icax) mikodése
mutathato ki. Ezt a csatornat, ugy tekintik, mint a legtobb emlos sejten kimutathato [Ca*]
-fliggd K'-csatorna evoliciés modosuldsat. A [Ca*]i-fliggd K'-csatornanak single-
channel mérésekbdl meghatarozott konduktancia-értékek alapjan 2 altipusa ismert,
amelyek farmakologiailag is kiillonbozoek. Az egyik (BK-tipus) mikodése TEA™-val
gatolhaté (0,1-1 mM a kiilsé és 50-100 mM a belso oldalon alkalmazva) €s apaminra
érzéketlen, mig az SK-tipus TEA'-ra inszenzitiv, de az apamin (100 nM kiilso6 oldalon
alkalmazva) gatolja a mikodését. Mivel az altalunk hasznalt kiilsd és belsd oldatokban
egyarant 20 mM TEA" volt, ezért kizarhatjuk, hogy esetleg a BK-tipusu [Ca**]-fiiggd K*
csatorna mikodését latnank a koffeinpulzusok alkalméval. Megnéztiik, hogy az apamin

gatolja-e a human pitvari sejteken talalhaté Ican mikodését. A vizsgalt 4 sejt esetén
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semmilyen apamin hatast nem tudtunk kimutatni, ami alapjan bizonyitottnak vehetd,
hogy a human pitvari sejtekben Na" és K™ mentes kornyezetben az Ican képes az [Ca*'];

novekedés kovetkeztében aktivalodni és ez nem azonos a [Ca*'-fiiggd K -arammal.

Iy tanulmanyozdsa human kamrai sejteken Na* és K™ mentes kornyezetben

Kisérleteinket huméan kamrai sejteken is megismételtiik szimmetrikus Cs*
oldatosszetétel esetén. Bar pitvari sejteknél mar 1 mM koffein alkalmazasakor
kimutathatd a Ican, addig kamrai sejtek esetén a koffein nagy dozisi (10 mM)
alkalmazasa sem valtott ki semmilyen aramaktivaciot (N=15, 1 mM koffein esetén, és
N=25, 10 mM Kkoffein alkalmazasakor), mikézben az [Ca®]; konzekvensen

megemelkedett.

Koffein-altal aktivalt aramok hatisa az akcios potencial lefutasara nyul kamrai
izomsejteken, Az akcids potencdlok alakjanak Ca’*-indukalt valtozdsai

Az AP-okat rovid (3 ms), allando frekvenciaja (0,2 Hz) kiiszob feletti (1500 pA)
depolarizald aram impulzusokkal valtottuk ki. A kezdeti pulzusok hatisara az SR-ben
steady-state Ca”" toltottség alakult ki, amit kozel hasonl6 lefutast AP formak kovettek. A
9. AP platé fazisa alatt alkalmazott koffein pulzus segitségével a kontrollhoz képest
jelentdsebb Ca*" felszabadulast valtottunk ki. A koffein hasznalata utan a SR részlegesen
kitirtilt, ezért a 10. 11. és 12. AP-ok alatt alacsonyabb amplitadoju Ca** tranziensek
voltak mérhetdok. A steady-state allapotnak megfeleld Ca* tranziens (és AP lefutas) csak
késobb, a 14.-15. ingerlések alatt tért vissza. Az AP-ok lefutdsa az egyszeri koffein
alkalmazas mellett jellegzetesen megvaltozott. A steady-state AP lefutas a koffein
alkalmazasat megelozoen (AP4s-APs), és a koffein pulzust kdvetd, sorrendben 14. és 15.
AP-ok esetében érvényesiilt. Koffein kozvetlen hatdsara (APy) a koffein altal megemelt
[Ca®™); gyorsitotta a repolarizaciot, valamint deprimalta a platot (APs), azonban ezt
kovetden meglepd modon nytjtotta az APjo-t. Az AP idétartamok, mind a 9., mind a 10.
akcios potencidlok eseteiben szignifikdnsan kiilonboztek a kontrolltol (N=20). A nagyobb
amplitadoju Ca®* tranziens hatasira bekdvetkezd gyorsult repolarizacié egyarant lehet
fokozott outward aramok, és csokkent inward aramok kovetkezménye, mig a csokkent

Ca’" felszabadulas alatt a plat6 megny(lasa az inward aramok dominanciajara utalt.
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Az L-tipusu Ca’*-dram Ca**-fiiggd moduldcidja

A kovetkezo kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy vajon a koffein adasat kdvetoen
megfigyelt kozvetlen (APs) és kései valtozasok (APjy) korreldlnak-e az L-tipusa Ca*'-
aram (Ico) valdszinGsitett eltéréseivel. Az Ic.i-okat fesziiltség-rogzitett koriilmények
kozott tanulmanyoztuk. Az AP-ok vizsgadlatihoz hasonléan 15 egymast kovetod
depolarizal¢ fesziiltségpulzust alkalmaztunk, melyek idotartama 800 ms, frekvencidja 0,2
Hz volt. Ezek a pulzusok tehat kovették az dram-rogzitett koriilmények kozott mért AP-
ok idobeli gyakorisagat és hasonld SR telitettséget eredményeztek. Az ismétlodo
membranpotencial 1épcsd6 —45 mV fesziiltségrol indult és +10 mV-ra érkezett. Ilyen
koriilmények kozott az SR steady-state telodése, valamint az inward &aramok
stabilizalodésa a 3 - 5 pulzus alatt jott 1étre. Az inward aram amplitidojat, melyet a korai
negativ cslics és a depolarizdld 1épcsd végén mért steady aram kiilonbségeként
értelmeztiink az L-tipusi Ca*-aram jellemzésére hasznaltuk. A koffein alkalmazasa és
1dozitése megegyezett az AP-nal leirtakkal.

Koffein hatasara a 9. Ca’*-dram a kontrollhoz képest nagymértékben csokkent, a
10. Ca**-aram viszont jelentosen fokozodott. A Ca*'-tranziensek viselkedése kvalitativ
szempontbol megegyezett az AP tekintetében lelt sajatsagokkal. A kovetkezokben arra
kerestiink valaszt, hogy a Ic,i aramon kiviil mas ionaramok szerepet kapnak-e még a

plato6 fazis Ca**-fliggd modulalasaban.

Az akcids potencidl lefutdsanak Ca’*-fiiggo viselkedése az L-tipusu Ca’*-dram gatldsa
utan

Korabbiakban demonstraltuk, hogy kisérleti koriilményeink kozott az In
aktivalhat6. Mivel ez az aram nem csak diasztolé, hanem szisztolé alatt is kialakulhat
ezért célunk az volt, hogy annak feltételezett hatdsait az Ic. -étol izolaljuk. A
kiilonvalasztas érdekében, olyan kisérleteket végeztiink, melyekben az Ic,i-ot 0,5 mM
Cd*" alkalmazéasaval blokkoltuk. A Ca*-aram gatlasat fesziiltség-clamp koriilmények
kozott ellendriztiik. Ezt kovetoen a koffein hatasat fesziiltség- és aram-rogzitett
koriilmények kozott egyarant tanulmanyoztuk. Kimutattuk, hogy a Ca*"-dram gatlasat

kovetden a fesziiltség-1épcsokkel eldidézett aramok koffeinérzékenysége a korabbiakhoz
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képest jellegzetesen megvaltozott. Ilyenkor ugyanis a koffeinkezelés ellenére a 8. és a
10. depolarizald 1épcsok alatt gyakorlatilag megegyezd aramokat mértiink. A 9. pulzus
alatt, a koffein alkalmazésat kozvetleniil kdvetve azonban érzékelhetd volt egy extra
aramkomponens megjelenése (+10 mV-on outward, -45 mV-on inward). Az Ic,;. gatlasat
kovetden aram-clamp koriilmények kozott tovabbra is lehetoség volt AP-ok kivaltasara.
Az ilyenkor kialakul6 AP-ok az L-tipusa Ca**-aram hianyéaban jelentdsen rovidebbek
voltak és a platd negativabb potencialokon alakult ki. Koffein alkalmazasara az AP,
idotartama csokkent az APy, lefutdsa azonban megegyezett az APs-al. Ezek a mérések
arra utaltak, hogy az AP plato fazisanak Ca®-fliggd modulalasaban az L-tipusu Ca*'-
aramon kiviil egy olyan aram is szerepet kapott, mely csak a kifejezetten magas Ca**
koncentracioknal (APy) aktivalodott. Mivel, ez az &ram —45 mV membranpotencidlon

inward jelleghl volt az valoszinlleg megfelelt a Ca**-aktivalt tranziens inward dramnak.

A Na*-Ca’* cseremechanizmus szerepe az akcids potencidl lefutasanak szabdlyozdsdban

A tovabbiakban a Na'-Ca®*" cseremechanizmus koffein altal létrehozott AP
konfiguracio-valtozasokban betoltott lehetséges szerepét vizsgaltuk. A kiils6 oldat Na®
tartalmanak részleges Li" szubsztiticidja a Na'-Ca** cseremechanizmus egyensilyi
potencidljat negativabba valtoztatta, ami megnovelte a forditott cseremechanizmus
(outward aram) lehetoségét. A kiilsé6 oldat Na' tartalmanak csokkentése a nyugalmi
membranpotencial értékét -82+1 mV-rél -74+2 (N=11) mV-ra depolarizalta, valamint
csOkkentette a steady-state APD(90) értékét 442+40 ms-rol 247+22 ms-ra.

A koffein APo-t rovidito, illetve APjo-t nyujtod hatasai ilyen koriilmények kozott is
kimutathatoak voltak. Egy masik sorozatban azt vizsgaltuk, hogy a sejt teljes belsé Na*
elvondsdnak van-e az AP-okra kifejtett hatdsa, mikdzben a kiilsoé oldat normal Tyrode-
oldat volt. Ilyen koriilmények kozott a Na'-Ca** cseremechanizmus reverz modjat
gatoltuk, mig az inward 4ram generalast fokoztuk. Ennek kovetkeztében a steady-state
AP-ok APD(90) értéke 1013129 ms-ra nott (N=19), mig a nyugalmi membranpotencial
szignifikansan nem valtozott (-79+2 mV). A koffein hatdsara az AP-ok lefutdsa a APy
alatt némileg variabilissa valt, de a koffein APo-t roviditd hatasa ilyenkor is kimutathato
volt. Tovabba a koffein AP,,-re kifejtett APD ny1jté hatasai nem valtoztak szamottevoen

a normal Tyrode oldatban kapott eredményekhez képest.
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Megbeszélés

A szivizom kontrakcidjat az intracellularis Ca2*-koncentracié AP altal kivaltott
tranziens novekedése valtja ki. Koros koriilmények kozott a [Ca2+]i szabalyozatlanna
valhat, mely sejtfelszini csatornafehérjékre hatva aritmidkat eredményezhet. Az ingeriileti
folyamatok valtozasait nem csak a [Ca2+]i novekedése, hanem annak csokkenése is
okozhatja, mert a sarcolemma bizonyos ioncsatornai fizioldgias Ca2™ koncentracioknal is
jelentos [Ca2+]i-ﬁiggéssel rendelkeznek. Munkénkban nyal és human sziv azon
iondramait igyekeztiink elkiiloniteni, melyek fontos szerepet jatszanak az ingeriileti
folyamatok [Ca2+]i-dependens szabalyozasaban.

Nyulak pitvari, kamrai és Purkinje-sejtjeit -60 mV-os membranpotencialon tartva

rovid koffeinpulzusokkal 1étrehozott [CaZ+]i novekedés egy tranziens inward aramot

aktivalt. Ez az aram mindharom sejttipusban hasonléan kimutathatd és kozel azonos

mikddést mutatott. Kisérleti rendszerlinkben az oldatdsszetételt és a mérési protokollt

igy vélasztottuk meg, hogy a fesziiltségfiiggd aramaktivaciot, valamint a Kt dramokat

eliminaltuk. Az aram fesziiltségfiiggésének meghatarozasdhoz gyors fesziiltségrampakat

hasznaltunk, ezzel biztositottuk, hogy a vizsgalat alatti [Ca2+]i-ﬁigg6 aramaktivacio

kozel allandod legyen. Mivel ligand-fliggd 4ramot vizsgaltunk, igy az 1dofliggd
arammodulacioval kevésbé kellett szamolnunk.

Nyulak szivizomsejtjeiben a koffein-altal aktivalt éaram fesziiltségfiiggése,
megfordulasi potencialja nagymértékben fliggdt a kiilsd6 és a belsdé oldatok CI-
megoszlasatol. Mivel rendszeriinkben csupan a Cl- és a Cs™ lehet toltéshordozo, de a
Cs™ csak és kizarolag outward aramot hozhat létre, ezért itt egy [Ca2+]i-ﬁigg6 Cl-
csatorna mikddésérol van szo. A Cl- csatornakrol azonban ismert, hogy mas anionokra is

permedbilisak, ezaltal az ionszubsztitiicids kisérletekben a megmért E.,am és a ClI-

megoszlasbol szamitott E...c) értéke nem pontosan fedi egymast.
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Az Iy Na't-fiiggésének korabbi vizsgélata bizonyitotta a Nat-Ca2*t
cseremechanizmus jelentoségét az I kialakitdsaban csirkén, tengeri malacon, valamint

2+

patkanyon, ahol a kimutatott Nat-Ca2™ cserearamok linedris fiiggést mutattak az [Ca2t]

i-tol. Az aramamplitadok igen varidbilisak voltak, azonban negativ membranpotencidlon

nem voltak nagyobbak, mint 300 pA. A Nat-Ca2* cseremechanizmus igen jelentds a

myoplazmatikus Ca2t  koncentracio szabalyozasaban tengeri malac ¢és nyul
szivizomsejtjeiben. Nyulakban azonban nem teljesen tisztazott a cseremechanizmus

szerepe az arritmogén I kialakitasaban. Giles ¢s Shimoni (1989) vetette fel eloszor az I
és a Nat-Ca2" cseremechanizmus lehetséges kapcsolatat nyul kamrai szivizomsejtekben.

Ezeken a sejteken Laflamme ¢és Becker (1996) demonstralta a spontin [Ca2+]i

oszcillaciokkal szinkron jelentkezo 120 pA-nél kisebb amplitudéju inward aramokat Cl-

hianyaban. Azonban 6k Ag-AgCl mérd- és kadelektrodakat hasznaltak, ami felveti a Cl-

szennyezettségének lehetoségét. Mivel salat kisérleteink soran a vizsgalt &ramokban nem
talaltunk szamottevd kiilsnbséget Nat hianyaban és jelenlétében, ezért a NaT-Ca2t

cseremechanizmust a [Ca2+]i-ﬁigg6 Cl- aramhoz viszonyitva  kevésbé tartjuk
jelentosnek az I kialakitasaban.

A CaZt taltsltott kamrai szivizomsejteknél Nat-Ca2t cseremechanizmus mellett
gyakran hivatkoznak egy nemspecifikus kationcsatornara, mint elsddleges aritmogén
aramra. Ezt a csatornat nem sikeriilt kimutatnunk a nytl szivizomsejtekben, azonban
megtalaltuk a human pitvari izomsejteken. A nyul sziveken végzett kisérleteinket human

pitvari sejteken megismételve egy nemspecifikus kationkonduktanciat sikeriilt kimutatni,

mig a kamrai izomsejteken Na't és Kt hidnyaban nem tudtunk koffein fiiggd

csatornamiikddést demonstralni. Ez utobbi felveti annak a valoszinliségét, hogy a kamrai

izomsejtekben csak a Nat-Ca2* cseremechanizmus vesz részt az Iy kialakitasdban. A
human pitvari sejtek esetén felmeriilt, hogy valéban valdédi nemspecifikus
csatornmiikodésrdl van szd, vagy pedig a [Ca®']-fliggd K csatorna K' mentes
kornyezetben kialkuldé moddosult vezetdképességét latjuk. Ezt a felvetést azonban a
[Ca®"]i-fliggd K* csatorna specifikus gatloszerével végzett kisérleteink alapjan kizartuk.
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Izolalt kamrai szivizomsejteket hasznalva olyan kisérletes protokollt valasztottunk,
mely lehetdséget adott az akcids potencial idotartam és a [Ca2+]i kozotti kapcesolat
tanulmanyozéasara. Az alacsony frekvencian ingerelt szivizomsejt néhany 6sszehtizodas

utan steady-state allapotba keriilt. Erre az allapotra az egymast kovetd AP-ok és Ca2t-

tranziensek nagyfoku stabilitdsa volt jellemzd. Pillanatszer(i koffein-alkalmazassal az

egyensulyt megbontottuk. A platd fazis alatt a koffein az SR raktarakbol fokozott Ca2t-

felszabadulast eredményezett, és ez a repolarizaciot felgyorsitotta (kdzvetlen koffein-

hatas). A kozvetlen koffein-hatast kdveto Ca2T-tranziensek a kontrollhoz (steady-state)

viszonyitva csokkent amplitidoval rendelkeztek, és az AP-ok meghosszabbodtak (késoi
koffein-hatas). A késdi koffein-hatas soran tapasztalt [Ca2t]j-csokkenés valoszindleg

annak volt koszonhetd, hogy a koffein éltal szabadda tett Ca2™ csak részben pumpalodott

vissza az SR-be, jelentds részben az extracelullaris térbe tavozott. gy a koffein pulzus

utan kovetkezd kontrakeidk alatt kezdetben csak kevés intracellularis Ca2t allt
rendelkezésre. Vizsgalataink eredményei arra utalnak, hogy az akcidés potencialok

lefutasdban tapasztalt valtozdsok nem magyarazhatok egyetlen toltéshordozo

mechanizmussal. Az AP-ok [Ca2+]i-ﬁjgg6 modulécidja Osszetett jelenség.

Jelen munkankban Osszegzett eredményeink felvetik, hogy az AP idotartamadnak
szabalyozasaban az L-tipusu Ca2*-4ram [Ca2+]i-ﬁigg6 viselkedése és az aritmogén
tranziens inward aram [Ca2+]i-ﬁigg6 aktivacioja egyarant szerepet kap. Az L-tipust

Ca2*t-aram elkiilonitett vizsgélata soran az AP-ok vizsgéalatdhoz hasonld kisérletes
megkozelitést alkalmaztunk. Az aramok megjelenitéséhez 0,2 Hz-es sorozatingerlés és
egyszeri koffein alkalmazas mellett -45 mV-os holding potencialrél +10 mV-ra térténd

depolarizalé négyszogpulzusokat alkalmaztunk. Ez a fesziiltséglépcso jol értékelhetd L-
tipusu Ca2*-aramot eredményezett. Demonstraltuk, hogy a depolarizacioval kivaltott
inward aramcsucs, amely elsdsorban az L-tipusu Ca2t-gramnak felelt meg, igen

érzékenyen reagalt az [Ca2+]i valtozasaira. A koffein altal kivaltott [Ca2+]i emelkedés a

csucsaram amplituddjat csokkentette, mig a koffein alkalmazasat kovetd [Ca2+]i
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csokkenés a csticsaram amplitidojat emelte. Ezek a valtozasok jol korrelaltak az AP-ok

idotartamanak azonos iranyu eltéréseivel, sot a Ca2*-aram novekedés az alacsony [Ca2t]

i mellett tapasztalt akcios potencidl-megnyulas egyediili tényezojének volt tekinthetd. Ezt

a megallapitast arra a kisérletes megfigyelésre alapoztuk, melyet az L-tipusu Ca2*t-aram

gatlasakor tapasztaltunk. Ilyen koriilmények kozott, a Ca2t-raktarak koffeinnel torténd
depletaldsa ugyanis képtelen volt AP hosszabbodast eredményezni. A koffein kdzvetlen
hatasaként az AP rovidiilését viszont ilyenkor is tapasztaltuk. Vilagos ezért, hogy emelt
[Ca2t]; mellett nem csak a Ca2t-aram csokkenésével, hanem egy masik repolarizaléd
(outward) aram aktivalédasaval is szamolnunk kell.

Az L-tipustt Ca2T-aram [Ca2];-fiiggd viselkedése t5bb szempontbol érdekes. Ugy

tinik, hogy ez a platod kialakitdsaban kitiintetett jelentoségli ionaram az SR fizioldgias

Ca2+—telitettsége mellett is jelentos [Ca2+]i—ﬁigg6 inaktivaciot mutat. Ez a sajatossag a
Ca2™Y; szisztolé alatti negativ feed-back jellegli szabal ozasat, és ezért annak (bizonyos
i g Jelleg Yy Y

foku) stabilitasat is eredményezheti. Amennyiben a raktar Ca2T-mal telitett ugy a
gyorsan emelkedo Ca2*-tranziens hamar inaktivalhatja a Ca2*-gramot, ami megsziinteti

a tovabbi CaZt-belépést és CaT-felszabaditast. Csokkent SR Ca2'-tartalom mellett

2+

viszont a Ca¢"-aram lassabban inaktivalodik, mely lehetoséget ad a hosszabb ideig tartd

Ca2+—belépésnek és Ca2't-felszabaditisnak. A Ca2¥-aram inaktivacidjanak finom-
szabalyozdsa nem csak a sziv kontrakcioja szempontjabol fontos. Vizsgalati

eredményeink arra utalnak, hogy ez az AP-ok hosszara is igen erélyesen hat.
Az emelkedett [Ca2+]i a Ca2t-aram fokozott inaktivalasan kiviil, makodésbe
hozott egy masik aramkomponenst is. Nyugalmi membranpotencidlon ez depolarizald

(inward) jellegli volt, és ezért megfeleltethetd az aritmogén természetl tranziens inward

aramnak. Az AP platd potencidljanadl azonban (a Ca2t-4ram kikapcsolasa utéan)
repolarizald jellegh aramot észleltiink. Valdszinlsithetd, hogy a kiilonb6zo
potencidlokon mért ellentétes irdnyultsdg ugyanazon toltéshordozd fesziiltségfliggd

iranyfordulasanak volt a kovetkezménye. Az aram pontos reverzalpotencialjadt nem
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hataroztuk meg, de fesziiltség-clamp méréseink tantisaga szerint az mindenképp —45 mV-
nal pozitivabb értéknél alakult ki. Kisérletes rendszeriinkben a Cl- Nernst-egyenlet
alapjan szamitott egyensulyi potencialja -39 mV volt. Ez az adat felveti, hogy az Iy

hatterében [Ca2+]i-ﬁigg6 Cl-aramok huzddnak meg. Masok azonban azt hangsulyozzak,

hogy az Iy létrehozésaban a Nat-Ca2¥-csere szerepe legalabb ennyire fontos.
Eredményeink egyértelmien jelzik, hogy az L-tipusu Ca2*t-dram [Ca2+]i—fﬁgg6

inaktivacidjanak mértéke fontos az akcids potencidl lefutasdnak szabdlyozdsdban. Nyul

izolalt szivizom-sejtjeiben nagy amplitaddju Ca2*-tranziensek egy tovabbi [Ca2+]i—

fliggd mechanizmust is képesek azonban aktivalni. Az ilyenkor megnyild csatornak

diasztol¢ alatt depolarizaciot, szisztol¢ alatt koros repolarizaciot eredményeznek.

Mindezen hatasok feltehetdleg fontosak az intracellularis Ca2*-homeosztazis zavaraiban.
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Osszefoglalas

A szivizomsejtek [Ca2+]i—ﬁigg6 iondramai az akcios potencidlok lefutdsa és a
ritmuszavarok kialakuldsa szempontjaibol egyarant érdekesek. Nyul elektromosan

ingerelt kamrai szivizomsejtjeit hasznalva olyan kisérletes rendszert alakitottunk ki,

amelyben a magas és alacsony [Ca2+]i ingeriileti folyamatokra kifejtett hatdsait
tanulmanyozhattuk. Rovid ideig tartd koffein-alkalmazéassal a [CaZ+]i eloszor

emelkedett, majd csokkent. A hirtelen emelkedd [Ca2+]i diasztolé alatt tranziens
depolarizaciot valtott ki, mig szisztolé alatt az akciés potencial idotartamanak

csokkenését indukalta. Fesziiltség-clamp vizsgalatok alapjan a gyorsult repolarizacio,

részben az L-tipusi Ca2t-aram csokkenésének, részben annak a tranziens aramnak volt a
kovetkezménye, amely a nyugalmi membranpotencidlon depolarizaciot okozott.
Alacsony [Ca2t]; az akcios potencial megnyulast eredményezte, mely az L-tipust Ca2*t-
aram fokozodéasahoz volt kapcsolhato.

A tranziens inward aram hatterében tobbféle csatorna mikodése allhat. Nyulak

pitvari, kamrai sejtjein Na®™ és K* mentes kornyezetben egy, a Purkinje sejteken mér

kimutatott, [Ca2+]i-ﬁ'1gg6 ClI' aram jelenlétét sikeriilt megmutatnunk. Ellentétben a
korabbiakban Purkinje-sejteken bemutatott &rammal, a pitvari és kamrai sejteken minden
esetben egycstcst  aramaktivaciot  lattunk. Az ionszubsztiticidos  kisérletek
eredményeiben, a fesziiltség-aramerdsség karakterisztikdkban, az antracén-9-karboxilat
érzékenységben azonban teljesen azonosan viselkedtek a kiillonbozo sejttipusokban
kimutatott [Ca2+]i-ﬁigg6 CI dramok.

Humdén pitvari szivizomsejteken is kimutathatd egy koffeinkezelés hatasara
kialakulo [Ca2+]i—ﬁigg6 membrandram, ami azonban fiiggetlen a Cl™-ok extra- ¢és
intracellularis megoszlasatol. A csatorna vezetOképességét azonban nagymértékben

befolyasolja a membran két oldala kozotti monovalens kationeloszlds. Mivel ez a

csatorna Cst-ra és Lit-ra is permedabilis ezért ezeken a sejteken egy [Ca2T)j-fiiggd

25



nemspecifikus kationcsatorna mikdodését kell feltételezniink. Human kamrai miocitdkon
nem sikeriilt sem a [Ca2t)j-figgd Cl-, sem a [Ca2t]j-fiiggd nemspecifikus
kationcsatorna jelenlétét kimutatni.

A sejten beliili térben koérosan megemelkedo Ca2t koncentracio, valamint a

spontan kialakulo Ca2*t szint ingadozasok és a [Ca2+]i—ﬁjgg6 ioncsatornak kozotti

kapcsolat szdmos vonatkozdsa ma még tovabbra ismeretlen. Ezen folyamatok
tanulmanyozasa tovabb vezet a szivbetegségeket kisérd ritmuszavarok sejtszintll

megismerésének rogds utjan.
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