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Bevezetés

Altaldnos megfontoldsok

A fesziiltségfiiggd natriumcsatornak (Nay) kulcsszerepet jatszanak a szivizomsejtek
aktivalédasaban és az elektromos jelek szivizmon beliili terjedésében. A kamrai szivizomsejtek
Nav-1 hozzak 1étre az akcios potencial (AP) felszallo szarat. A membranpotencial és a Nay- K
kozotti pozitiv visszacsatolds néhany milliszekundumon beliil a csatorndk zart allapotbol
nyitott allapotba valé jutasat eredményezi, amelyet gyors inaktivacié kovet. Ennek
koszonhetden 3-5 milliszekundummal az AP felszallo szaranak kialakulasa utan a Nay-k 99 %-
a inaktivalodott, nem vezetd allapotba keriil. Az dramnak ezt a keskeny kiugrasat korai
natriumaramnak (Inakorai) Nevezziik. Ennek ellenére a csatornak egy kis hanyada nem
inaktivalodik, és az AP plato fazisa alatt tartds aramot tart fenn, amelyet késoi natriumaramnak
(INakessi) neveziink. Még most sem ismerjilk pontosan a nem inaktivalodott csatornak
miikodésének pontos részleteit és a szakirodalomban pedig a jelenség magyardzatara tobbféle
mechanizmust javasolnak.

A Inaessi kis amplitadoju, de a teljes plato fazis alatt folyik, igy befolyasolja a sziv AP-0k
repolarizacidjat, tovabba részt vesz a szivizomsejtek natrium és kalcium homeosztazisaban is.
Egyre novekvé mennyiségli adat bizonyitja azt, hogy a megnovekedett Inaxessi jelentds
patofiziologiai szereppel bir tobb szerzett szivizombetegségben, példaul a szivizomzat
iszkémidjaban vagy a szivelégtelenségben (SZE) is. A megndvekedett Inakessi megnyujtja a
([Na*]i), igy szivritmuszavarokat okozhat, csokkentheti a szivizomzat kontraktilitasat, és
karosithatja a szivizomsejt energiahaztartasat is.

A Inakessi-ta vonatkozo jelenlegi ismereteink tobbnyire az egyszerUsitett koriilmények
kozott nyert fesziiltség-clamp adatokon nyugszanak. Az igy nyert eredményeket a koradbbi
tanulmanyok sordn modellszimulaciokban hasznaltak a Inaxessi AP alatti dinamikus profiljanak
rekonstrualasara azzal a céllal, hogy megértsék szerepét az AP kialakitdsdban. Bar e
megkozelités is értékes ismeretekkel jarult hozza a Inakessi tanulmanyozasahoz, ez onmagaban
nem alkalmas a Inakessi fiziologias koriilmények kozotti tulajdonsagainak vizsgalatara. A f6 ok
a Nay-k kiilonleges biofizikai jellemzdje, az ugynevezett nem egyensulyi kapuzas.

Fesziiltségfiiggo natriumcsatornak

A szakirodalomban ko6zolt kiilonboz6 Inakessi profilok ravilagitanak a Nay-k kapuzasanak
bonyolultsagara. Eddigi ismereteink szerint a Inakorai-ot dontden az Nay1.5 alakitja ki. Mivel az
AP soran a membranpotencial dinamikus valtozéasai jelentdsen befolyasoljak a Inakessi-Ot,
sziikségesnek lattuk, hogy az aramot kozvetleniil rogzitsiik AP fesziiltség-clamp (APVC)
koriilmények kozott, melyet a disszertacio 4. fejezetében részletesen targyalok.

A Nay-16l tovabba ismert, hogy a Ca?*, a kalmodulin (CaM) és a Ca®'/CaM-fiiggd
proteinkindz II (CaMKII) éaltal is szabalyozott; e molekuldk mindegyike kiilon-kiilon és
egyiittesen is modulalja a Inakessi -ot. Az emlitett komplex szabélyozas egyes elemeit feltard
korabbi tanulmanyok ellentmondasos eredményekrdl szamoltak be. Egyes eredmények alapjan
azt feltételezték, hogy a Ca?* a C-terminusban 1évé EF-kéz motivumhoz valé kozvetlen
kotédéssel modulalja a Na™ aramot, am tovabbi tanulmanyok bizonyitékokat szolgaltattak ez
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ellen az elképzelés ellen. A jelenlegi konszenzus szerint a Ca?*-CaM-CaMKII jelatvitel
megndveli a sziv [Na']i-jat. A hagyomanyos fesziiltség-clamp kisérletekben alkalmazott
egyszerisitett koriilmények azonban jelentdsen megnehezitik a Ca?*-CaM-CaMKII jelatviteli
utvonal natriumaramra gyakorolt integralt hatasainak meghatarozasat az AP alatt. Korabbi
vizsgalatokban hagyoményos fesziiltség-clamp modszert hasznaltak négyszog alakli impulzus
protokollokkal, azonban a Nay nem egyenstlyi kapuzasat nem vizsgaltadk ezekben a
kisérletekben.

A Nay-ra hatd, Vaughan-Williams osztadlyozasban az I. osztdlyba sorolt antiaritmias
gyogyszerek koziil tobb a Inakessi-ot 1s gatolja a fesziiltségfliggd natriumaram korai
komponense (Inakorsi) mellett. Ez utdbbi hatasrol sokaig ugy vélték, hogy fokozza a
ritmuszavarok kockazatat és kovetkezésképpen a hirtelen szivhaldl eléfordulasat. Ezen
irodalmi adatok alapjan egy Inakessi szelektiv gatlasara szolgald szer felkutatasa jo fejlesztési
irany lehet. Az egyik ilyen szer a GS-458967 néven ismert 6-(4-(trifluormetoxi)fenil)-3-
(trifluormetil)-[l,2,4]triazolo[4,3-a]piridin (a tovabbiakban GS967) nyul kamrai sejtekben
tesztelve kiilonodsen szelektiv jeloltnek bizonyult.

Azt is kimutattdk, hogy az egyes szivizom preparatumok elektrofiziologiai
tulajdonsagaiban jelentds fajok kozotti eltérések vannak. Mind a jelen munkéban bemutatott,
mind korabban kozolt adatok alapjan a kutya kamrai szivizomsejtek a human kamrai sejtek
viszonylag jo modelljének tekinthetéek bizonyos ionaramok tekintetében.

A Na* dram viselkedése id6ben nem monoton. Amikor a membranpotencial eléri a Nay-k
kiiszobértékét, akkor jelentés Na* bearamlas depolarizalja a membrant, igy 1étrehozza az AP
felszallo szarat. Ez a gyors, korai Na*-aram cstics (Inakorai) azonban gyorsan inaktivalodik, ami
a Inakorai gyors lecsengését okozza. Bizonyos koriilmények kozott a Nay-k visszatérhetnek az
inaktivaciobol és Gjra megnyilhatnak az AP platofazisa alatt, ami tovabbi depolarizalo Na*
bearamlast eredményez, amit kés6i Na™ aramnak (Inakessi) neveziink. Mivel a Inakorai noveli az
intracellularis Na'-koncentraciot ([Na']i) az AP felszalld szaranal, ezért a Na'/Ca®'-
cseremechanizmus (NCX) atvalt reverz lizemmodba, és az intracellularis Ca?'-terhelés
rovasara eltavolitja a Na*-t a sejtbdl. Ez a reverz lizemmod csak nagyon rovid ideig all fenn, és
a NCX az AP fennmarado részében ,,forward” tizemmodban miikodik, ami leggyakrabban
szarkolemmalis Ca?* extriziot okoz. A Inakessi €€y apro, de tartds befelé iranyuld dram, amely
egészséges szivizomsejtekben sokkal kisebb amplitddoju, mint a Inakorsi. Bizonyos
patofizioldgiai koriilmények kozott azonban a Inakessi sokkal nagyobb lehet, és Na* vagy Ca?*
tulterhelést okozhat, ami szivritmuszavarok kialakulasahoz vezethet.

A fesziiltségfiiggd natriumcsatorndk szerkezete

A Nay-k egy nagy porusképzé pszeudotetramer a alegységbdl, jarulékos P alegységekbdl és
allvanyfehérjékbdl allnak. Eddig 9 kiillonbozé o alegységet azonositottak (Nayl.1, Nayl.2,
Nav1.3, Nay1.4, Nay1.5, Nay1.6, Nay1.7, Nay1.8, Nay1.9), amelyeket 9 kiilonb6z6 gén (SCN1A,
SCN2A, SCN3A, SCN4A, SCN5SA, SCNSA, SCN9A, SCN10A, SCNI11A) kodol. Amint
olvashatjuk, a felsorolasbodl hidnyzik az SCN6A és az SCN7A. Ennek az az oka, hogy az
SCNO6A elnevezést mar nem hasznaljuk, mivel ezt a gént korabban ortolognak talaltdk az egér
SCN7A génnel. Az SCN7A gént pedig Nax-nek nevezik a szakirodalomban, mivel nem
fesziiltségfliggd. Ez egy atipikus, nem inaktival6dé natriumcsatorna, amelynek expresszidja a
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szenzoros cirkumventrikularis szervekben elengedhetetlen a test folyadékhaztartasdnak
fenntartdsahoz. Az Nax-et homeosztatikus effektor neuronokban is kimutattak, példaul a
vazopresszint kibocsatd magnocellularis neuroszekretoros sejtekben, amelyek hipertonia és
hipernatrémia hatdsara vazopresszint valasztanak ki a véraramba és fontos szerepet toltenek be
az ozmoregulacioban.

Az Osszes izoforma koziil a Nayl.5-6t tartjak a dominans sziv izoformanak. A Nay1.5
viszonylag érzéketlen a tetrodotoxinnal (TTX) szemben, amely tulajdonsdg még a
késObbiekben szerephez jut a disszertacioban. Ugyanakkor mas TTX-érzékeny altipusok (a
Nav1.1, Nay1.2, Nay1.3, Nay1.4, Nay1.6 és Nay1.8) kifejezodésérol is beszamoltak a szivben. A
6 lehetséges B alegységet (B1, B1A, B1B, B2, B3, B4) négy gén (SCN1B, SCN2B, SCN3B,
SCN4B) kédolja. Az a alegység dnmagaban elegendd a funkcionalis csatorna kialakitasahoz;
a kiegészito P alegységek azonban sziikségesek a szabalyos csatorna kinetika kialakitasahoz és
a sejtfelszini expresszidhoz. A B alegységek moduldljak a sejtfelszinen elérhetd csatornak
szamat és szerepet jatszanak a csucsaramsiiriiség szabalyozasaban. Tovabba a [ alegységek a
fesziiltségtartomany megvaltoztatasaval szabalyozzak az aktivalodast, az inaktivaciot és az
inaktivaciobol vald visszatérést.

A Nay a alegységei koriilbeliil 2000 aminosavbol allnak és négy domént (DI-DII-DII-DIII-
DIV) alkotnak. Mindegyik domén hat transzmembran szegmensbdl (S1-S6) all. Az 1-4.
szegmensek (S1-S4) a csatorna fesziiltségérzékeld doménjeként mitkodnek. Ez a domén
érzékeli a membran depolarizacidjat, ami a csatorna aktivaldodasdhoz vezet. Az S1-S4 egy
intracellularis csatlakozon keresztiil kapcsolodik a csatorna porusképzdé doménjéhez, az S5-S6-
hoz. A szelektivitasi szlrd szintén a porusdoménben helyezkedik el. Ez a nyitott porus
legsziikebb része, amelyet az athalad6é ionnal specifikusan kolcsonhatasba 1€épd fehérje-
ligandumok bélelnek. Kulcsszerepet jatszik a csatorna szelektivitasanak szabdlyozasaban,
mivel szerkezetének/Osszetételének megvaltoztatasa a szelektivitas jelentds vagy teljes
elvesztését  eredményezi.  Krisztallografidss, = mutagenezis és  csatorna-blokkold
kotddésvizsgalatokkal feltartdk szdmos natriumcsatorna szelektivitdsi sziird oligomer
szerkezetét, Osszetételét €s porusméretét. A csatorna szelektivitdsi szlir6jét a négy domén S5
€s S6 szegmensei kozotti porushurkok egylittesen alakitjak ki, az 6sszes domén hozzajarul
aminosav oldallanccal a DEKA szekvenciaj szlir6hdz. A porus tobbi részét az S6 szegmensek
veszik kortl, és ezek alakitjak ki a porus intracellularis oldalan az aktivéacids kaput.

A Nay kiiszobértékéhez képest negativabb membranpotencialokon a csatorna nyitasi
valosziniisége alacsony. Depolarizacio hatdsara azonban az a alegység fesziiltségérzékeld S1-
S4 doménjének konformacidja megvaltozik, ami az aktivalédasi kapu és a Nay gyors
megnyilasdhoz vezet. Ennek hatdsira a csatornan Na'-ok aramlanak keresztiil, mely a
szivizomsejt membranjanak tovabbi depolarizacidjat okozza, 1étrehozva az AP felszallo szarat.
Néhany milliszekundummal késébb az inaktivacios kapu lezérja a csatorna porusdoménjét, igy
nem vezetd allapotot eredményez, a csatorna tehat gyorsan inaktivalodik.

A homoldg domének intracellularis doménkozi hurkokkal (IDI/II, IDII/IIT és IDII/TV)
kapcsolddnak egymashoz. Az inaktivacios kaput a legkisebb intracellularis interdomén hurok
(IDIII/IV) alkotja, mely ,,fed6ként” funkcional. Inaktivaciokor lezarja a porust, ahogy ezt az a
korabbi kutatasok soran mar leirtak. Ezt a gyors inaktivaciot a harom aminosavbol allo IFM
motivum hozza l1étre a porus intracellularis oldaldhoz bekotddve és elzarva az ionaramlas utjat.
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A csatorna gyors inaktivacioja megakadalyozza a tulzott depolarizaciot, és hozzajarul a
repolarizacidhoz. Egyes szerzok szerint az inaktivacios kapu molekularis komplexként alakul
ki és stabilizalodik, amelyet az IDIII/IV és az a alegység C-terminélisanal elhelyezkedd hurok
egylittesen alkot. Az AP repolarizacidja soran a Nay fokozatosan visszatérnek az inaktivalodott
allapotukbol, készen arra, hogy Gjra aktivalodjanak.

A INa,késoi elektrofiziologiai azonositisa

Az emldsok szivizomsejtjei a Nay izoformak széles skaldjat expresszaljak, amelyek
egységnyi vezetOképességben, fesziiltségérzékenységben, kinetikaban €s
gyogyszerérzékenységben is kiilonbdznek. A szivizomzatban a poérusképzoé alegység dominans
izoformaja a Nayl.5, amely viszonylag érzéketlen a tetrodotoxin (TTX) hatadsara. A TTX-
érzékeny (,,nem sziv eredet(i”’) Nay-k (Nav1.1, Nay1.2, Nay1.3, Nay1.4 és Nay1.6) koziil tobbrol
is kimutattak, hogy a szivizomzatban is jelen van. A sinuscsomo sejtjeiben az Nay1.5 mellett
az Nav1.1 fejezddik ki a mérheté mennyiségben. Az Nay1.5 tobbnyire a nagyobb sejtekben és
azok perifériajan helyezkedik el, ezzel szemben az Nayl.1 eloszlasa egyenletes a sejten beliil
¢s a kisebb sejtekben is megtalalhat6. A porusképzé alegység mellett négy jarulékos alegység
(B1, B2, B3 és B4) és bizonyos allvanyfehérjek (scaffold) is részt vesznek a teljes komplex
felépitésében, amely ezaltal a citoszkeletonhoz is képes kotddni. Ezek a molekuldk
kolesonhatasba 1éphetnek egymadssal, és moddosithatjdk a tényleges csatorna kinetikajat és
fesziiltségfiiggését.

A késobbiekben targyalt mechanizmusok hozzajarulhatnak a Inaxessi AP alatti profiljahoz.
E mechanizmusok jobb megértése hasznos lehet a Inakessi-t célzo 0j antiaritmias terdpids
stratégiak kifejlesztésében.

A késdi natriumaram tulajdonsdagai

A Inakessi altalaban egy kicsi, de perzisztens aram. A sziv AP platéfazisaban aktiv, ezért az
aram jelentOs szerepet jatszhat az AP id6tartamanak és alakjanak meghatarozasadban. Ennek az
ellentmondasnak (azaz, hogy egy apré aram nagy hatast gyakorol az AP-ra) egyik lehetséges
magyarazatat a nettd6 membranaram adja. Az AP plato fazisdban a sejtmembran impedancidja
magas, ¢s Ohm térvénye szerint ebben a szakaszban a nettdé membranaram kis valtozésai
viszonylag nagy valtozasokat eredményeznek a membranpotencialban és ennek kdvetkeztében
az AP id6tartaméban (APD) is.

A Nay1.5 harom kiilonb6z6 kapuzasi modjat irtdk le kamrai szivizomsejtekben. A tranziens
mod (TM) a Ina korai 6 kapuzasi modja. A burst mod (BM) €s a késoi elszort mod (LSM) felelds
a Inakessi-ért; azonban a BM nyitdsok szama gyorsan lecsokken, igy a LSM lesz a Inaxessi O
kapuzasi modja a platd fazis alatt. Ezenkiviil egyes szerzok tobb inaktivacios folyamatot
javasoltak, amelyek mindegyike az APD-t, a Nayv egyensulyi inaktivacio fesziiltségfliggését és
a sejt natrium aramlasi mérlegét szabdlyozza. A gyors inaktivacio csak az elsd
milliszekundumokban zajlik, és a csatorna negativ membranpotencialoknal kb. 5-10 ms alatt
helyredll. Ezt koveti az intermedier inaktivacio, amely a gyors inaktivaciohoz képest lassabban
regeneralodik. A lasst inaktivacid a nyitott allapotbol tobb szdz milliszekundum alatt
kovetkezik be, majd ezutan az ultralassu inaktivacié masodpercekig is eltarthat.
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Az ,,ablak natriumaram” a Nay jol ismert jelensége. Az allandosult allapota aktivalodasi és
inaktivacids gorbék kozotti atfedés (,,potencidlok ablaka) miatt a Nay-k egy része képes az
inaktivaciobol felépiilni és ujra megnyilni. Figyelembe véve azonban ennek az ablakdramnak
a fesziiltségtartomanyat, messze az AP fiziologids platopotencidlja alatt van, igy nem
valdszinii, hogy jelentOs szerepet jatszik a Inakessi kialakitasaban.

A Inaxessi profiljaban markans fajok kozotti kiilonbségek észlelhetéek. Az egyik gyakorlati
kiilonbség az AP alakja és idOtartama, ami eltérd Inakessi profilokat eredményez. Horvath és
munkatarsai, valamint Hegyi és munkatarsai arrél szamoltak be korabban, hogy a Inaxessi
arams(irlisége tengerimalac és nyul szivizomsejtekben hasonld mértékii a f8 repolarizalo K*—
aramokhoz. Nyulakban ezen kiviil nagyobb volt a Inasssi pitvari aramstirtisége, 6sszehasonlitva
a kamrakban mért adatokkal.

A Inaessi forditott frekvenciafiiggo tulajdonsdgokat mutat, azaz minél nagyobb az ingerlési
frekvencia (szivfrekvencia), annal kisebb az aramstriiség. A korai és a kés61 komponenseknél
azonban eltér0 valtozasokat tapasztaltak a kordbban elvégzett kisérletek soran. A mérések
alapjan a nagy frekvencian megfigyelhetd magasabb [Na*]i—t elsdsorban a korai komponens
hatarozza meg, mivel a Inaxessi gyors ingerlés esetén lassan regeneralddik az inaktivaciobol.
Emellett magasabb frekvencidknal az APD éltaldban lerdvidiil, igy kevesebb id6 all
rendelkezésre a Inakessi aktivalddasara. Ez az jelenti, hogy minél révidebb az APD, annal kisebb
a Inakessi €s a Na* bearamlas. Ezzel szemben bradikardia soran az APD hosszabb és ebben az
esetben nagyobb révidtavi beat-to-beat variabilitast (SV) mutat. Ezekbodl az eredményekbol
arra lehet kovetkeztetni, hogy a bradikardia (amely fokozott Inaxessi—mal jar egylitt) erdsen
proaritmias hatasu lehet. Mivel a szivfrekvencia és az APD tekintetében jelentds fajok kdzotti
kiilonbségek vannak, a hosszi AP—lal rendelkez6 fajokban (pl. ember, kutya, tengerimalac)
varhatoan nagyobb a Inakessi €s a Na'—bearamlas, mint a rovidebb AP—lal rendelkezd fajoknal
(pl. patkany, egér).

A késoi natriumaram kiilonbozo kapuzdsi modjai

Nyugalmi membranpotencialon (RMP) a Nay1.5-k tilnyomo tobbsége zart allapotban van.
Depolarizacio hatasara a Nay1.5-k 1-2 ms alatt megnyilnak, majd gyorsan inaktivalédnak. Ez
az aram hozza létre a Inakorai-t €s az ingert nem keltd szivizomsejtek AP-janak felszallo szarat.
Tartos depolarizacio sordn a Nayl.5 ioncsatorndk kis valdszinliséggel Gjra megnyilhatnak.
Kamrai szivizomsejtekben a Nay1.5 aktivalodasnak harom modjat jellemezték egycsatornas
kisérletekben, melyek a TM, a BM és a LSM. A Inakorai fOként a TM aktivalodas eredménye,
mig a BM és a LSM a tartds natriumaramért, a Inaxessi—€rt felelds. A tartds &ramkomponens
nagysaga a depolarizald impulzus kezdete utan 50 ms—mal mért Inakorai—Nak csak kb. 0,5-1%—
a. A tartos depolarizaciéo soran a BM megnyildsok gyorsan csékkennek az elsé néhany tiz
milliszekundumban, igy a platofazis vége felé az LSM lesz a f6 kapuzasi mod, amely
elssorban a Inakessi—€rt felelds.

A csatornafehérje mutacioi és bizonyos betegségek megvaltoztathatjak a kiilonb6zo Nayl.5
aktivalodasi mintdzatok hozzajarulasat a makroszkopikus aramhoz, igy novelve a Inaxessi-Ot.
Ugy tiinik, hogy minden egyes kapuzisi mod kiilon gyogyszerérzékenységgel és
gyogyszeraffinitassal is rendelkezik. A gyors disszociacids kinetikaju gyogyszerek (példaul a
lidokain) hatékonyak lesznek a korai extraszisztolék ellen €s dontden a tranziens kapuzasi
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modnal hatnak. Ezzel szemben a lassi disszociacids kinetikdju gyodgyszerek (példaul a
flekainid) a diasztolé végén is jelentésen gatolnak. Ez az elhuz6do gatlas a szivfrekvencia
novekedésével fokozdodik, mely kisebb mértékben a burst modot €s jelentésebb mértékben a
késoi elszort modot befolyasolja.

Ennek alapjan bizonyos kapuzdsi modok szelektiv farmakologiai célzasa potencidlis
antiaritmias vagy kardioprotektiv hatassal birhat. A Inakessi valodi kapuzéasi mechanizmusanak
jellemzése szintén kozelebb vihet egy hatékonyabb terapias protokoll kialakitdsdhoz.

Az ,,ablak ndatriumaram”

A legtobb Nay allandosult allapota aktivalodasanak és inaktivaciojanak fesziiltségfiiggése
atfedésben van egymassal. Ez az atfedés egy olyan fesziiltségtartomanyt (,,ablakot”) biztosit,
ahol az inaktivalédott Nay—k képesek az inaktivaciobdl kilépni, majd esetleg Gjra kinyilni.
Amikor a tényleges membranpotencidl ebbe az atfedési ,,ablakba” esik, akkor tartds aram
keletkezik. Fiziologids koriilmények kozott ez az ablak natriumaram valoszintileg korlatozott
szerepet jatszik a Inakessi-ban, mivel a Nayl.5 fesziiltségablaka -70 mV koriil van, ami elég
messze esik az AP platonal észlelt fesziiltség értékektdl. Raadasul az ablak
fesziiltségtartomanyban az dramsiiriiség kevesebb, mint 5%-a az egészséges szivizomsejtekben
mért maximalis dramsiirliségnek. Ebbdl kdvetkezik, hogy az ablak natriuméaram valdszintileg
nem a Inakessi 0 meghatarozdja az egészséges szivizomsejtekben. Azonban a megvaltozott
szabalyozas bizonyos betegségekben vagy az egyes csatornafehérjék mutacioi eltolhatjak a
Nav—k egyensulyi aktivacio és inaktivacio fesziiltségfiiggését, ezaltal jelentdsen modositva ezt
a fesziiltségablakot, igy megnovelve a Inakessi-ot ezen koros koriilmények kozott. A hosszi QT
szindroéma (LQTS) 3-as tipusanal eddig harom kiilonb6z6 mutacidt azonositottak. Ezek kozé
tartozik harom aminosav delécigja (Lys-1505, Pro-1506 és Glu-1507, AKPQ), valamint két
pontmutacio, az N1325S (Asp-1325 Szerinné alakul) és az R1644H (Arg-1644 Hisztidinné
alakul) is.

»[Nem egyensulyi csatorna kapuzds”

A szivizomsejtek AP-ja soran a membranpotencial folyamatosan valtozik. A Nay,—k
beépiilnek ebbe a dinamikus rendszerbe. Clancy és munkatarsai 2003-ban leirtdk, hogy a
membranpotencidl valtozdsok elézménye modulalja a Nay kapuzasi allapotok kozotti
atmeneteket, amit ,,nem egyensulyi kapuzasnak” neveztek el. Ennek eredményeképpen az
inaktivaciobol valo visszatérést is a fesziiltségvaltozas dinamikdja modulalja. Az elméletet
kisérleti adatok tamasztjak ala, amelyek azt mutatjak, hogy a repolarizal6 fesziiltség rampak
vagy AP alaku fesziiltség parancsok alkalmazasa nagyobb Inaxsssi-t idéz eld a hagyomanyos
négyszog alaki impulzusokhoz vagy olyan modellszimulaciokhoz képest, ahol a nem
egyensulyi kapuzéas nem része a numerikus modellnek.

Egyéb tipusu ndatriumcsatorna izoformak a szivben

Ahogyan ez ismeretes az epilepszia ¢és bizonyos vazizombetegségek koéros EKG-
felvételekkel tarsulhatnak. Ezen vizsgélatok alapjan felmeriilt a kérdés, hogy a nem sziv
eredeti Nay mutaciok okozhatnak-e elektromos elvaltozasokat a szivben. A feltételezések
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alapjan késobb a Nay1.1, Nay1.2, Nay1.3, Nav1.4, Nay1.6 és Nay1.8 izoformakat is azonositottak
a szivizomszovetben. Biet és munkatarsai eredményei alapjan a Inakessi akar 44%-4at is a nem
sziveredetii Nay-k adjak a kutya kamrai szivizomsejtekben. Tovabbad Yang és munkatarsai
kimutattak, hogy egerekben és nyulban a TTX-rezisztens Nay1.8 alkotja a Inakessi jelentds
részét. E kisérleti adatok alapjan az izoforma specifikus Nay moduldtorok j6 megkozelitést
jelenthetnek a késObbiekben az antiaritmids terapia soran.

A késoi natriumdram szerepe a sziv fiziologidajaban

Mivel a sziv AP platéfazisat kicsiny befelé¢ és kifelé iranyuld aramok kozotti kényes
egyensuly alakitja ki, ezért az ezekben az aramokban bekovetkezo enyhe valtozas is jelentdsen
megvaltoztathatja az AP idOtartamat. A Inakessi gatlasa jelentdsen lerdviditi a sziv AP-t
konduktiv rendszerben és kamrai sejtekben is, ami arra utal, hogy a Inakessi jelentosen
hozzajarul az AP idGtartaménak létrehozasaban.

A tartds natriumdram szintén fontos szerephez jut a szinuszcsomoban taldlhatd sejtek
elektrofiziologiai tulajdonsagainak kialakitasaban. Az 1 pM-nal alacsonyabb koncentraciéban
alkalmazott tetrodotoxin csokkenti a spontan depolarizacio sebességét a szinoatrialis sejtekben,
ami egyértelmlien jelzi, hogy a TTX-érzékeny Nayl.l izoforma is hozzdjarul a sziv
ingerképzéséhez, azonban ezzel kapcsolatos szazalékos eloszlast a szakirodalomban eddig
nem taldltunk.

A gyors valasz idejii AP-lal rendelkez0 szivizomsejtek kdzott a sziv Purkinje sejtjeinek van
a legnagyobb AP idétartam (APD) frekvenciafiiggése. A Purkinje sejtek AP-ja alacsonyabb
stimulacids frekvencian hosszabb, mig magasabb frekvencian rovidebb, mint a kamrai sejtek
AP-ja, amely tulajdonsaghoz a Inakessi 1s hozzajarul. Ennek eredményeként a Purkinje sejtek
Inakessi €rtéke alacsony szivfrekvencian jelentdsen nagyobb, mig magas szivfrekvencian kisebb
a kamrai sejtekhez képest. Ez az egyediilallo tulajdonsag hajlamositja a Purkinje sejteket arra,
hogy triggerként szolgéljanak az aritmidk generalasaban.

A Inaxessi szerepet jatszik a pitvari AP kialakitdsdban is. A Inakessi varhatoan nagyobb a
pitvarokban, mint a kamrdkban, mivel a Inakorai aramsiirlisége nagyobb a pitvari sejtekben
hasonld koriilmények kozott, ami arra utal, hogy a pitvari sejtekben nagyobb a Nay-k
expresszioja. Masrészt a pitvari sejtekben az 6sszességében pozitivabb membranpotencial és a
natriumaram negativabb allandosult inaktivaciods fesziiltsége csokkenti a Nay-k elérhetdségét.
Luo és munkatarsai egyik kisérletsorozataban a maximalis Inakessi aramsiirliség nagyobbnak
bizonyult a nyul bal pitvari szivizom sejtjeiben, mint a kamrai sejtekben. Egy masik
vizsgalatban ezzel szemben a két sejttipus hasonldan viselkedett, tehat nincs egyértelmi
magyarazat ebben a kérdéskorben.

A Inakessi Szerepe a szivizomsejtek ndtrium-homeosztdzisiban

A [Na']i-t a sejtbe bedramlé Na* és az intersticialis térbe tdvozo Na™ dinamikus egyenstlya
hatarozza meg. Az ingert nem keltd kamrai szivizomsejtek [Na']i értéke 4-8 mM koriil van
tengerimalacban, nyulban és kutyaban; patkdnyban és egérben pedig koriilbeliil kétszer ilyen



magas (9-14 mM) ez az érték. Az ingert nem kelté emberi szivizomsejtekben a [Na]
feltehetéen 4-10 mM tartomanyban van.

A Na" a Na,—kon, a NCX-on és a Na*/H"—cseremechanizmuson (NHE) Kkeresztiil juthat be
a sejtbe. A Na* elsdsorban a Na*/K" pumpa (NKP) révén tavozik a sejtbdl, de a sziv AP elsé
néhany milliszekundumaban a reverz méda NCX is felelés a mérsékelt Na™ kiaramlasért.
Tovabba a Na*/HCOs kotranszport, a Na'/Mg?* cseremechanizmus és a Na'/K*/2Cl-
kotranszport is kis mértékben szerepet jatszhat a szivizomsejtek natrium homeosztazisaban.
Ezen kiviil azt is meg kell emliteni, hogy a citoszol és az intracellularis sejtszervecskék kozotti
Na* koncentraciok folyamatosan egyenstlyban vannak.

Ingerlés hatasara a [Na']i egyenesen ardnyosan emelkedik az ingerlési frekvencia
novelésével, amit a Nay—on és az NCX—on keresztiil térténd nagyobb Na* bearamlas okoz. Az
ingerelt szivizomsejtekben koriilbeliil 25 %-a Nay—on keresztiil torténd Na* bejutas. A Nay—on
keresztiil torténd Na* bearamlas koriilbeliil egyenld mértékben Inakorai €8 Inakessi kOzOtt oszlik
meg, azonban ez az eloszlas fiigg a szivfrekvenciatol. A nagyobb Na* bearamlas az ingerelt
sejtekbe egyidejlileg egy megnovekedett kiaramlassal jar egyiitt az NKP fokozott miikodésén
keresztiil. Ezt foként a megndvekedett [Na']i okozza, de nitrogén—oxid—, és foszfolemman—
fliggd mechanizmusok is hozzajarulhatnak ehhez a hatashoz.

Késoi natriumdram szerepe a szivbetegségekben

Egészséges szivizomsejtekben a Inakessi amplitiddja kevesebb, mint 0,1%-a a Inakorai
csucsértékének. Azonban az aram perzisztens, 100-400 ms-ig tart, ezért a Inaxessi altal szallitott
befelé iranyuld toltés 6sszehasonlithatd az 1-2 ms alatt 1étrejovo Inakorai -mal. Az irodalomban
egyes tanulmanyok ezt ,,endogén” Inakessi-nak nevezik, és gy gondoljak, hogy nincs aritmids
tulajdonsaga. A Inakessi azonban megndvekedhet szdmos patofizioldgids allapot, példaul
szivelégtelenség (SZE), hipertréfids kardiomiopatia, o6roklott LQTS 3-as tipusa, oxidativ
stressz vagy pitvarfibrillacié (PF) esetén. Ezenkiviil az alacsony pulzusszdm vagy a kiilonb6z6
farmakologiai intervenciok is megndvelhetik a Inakessi-Ot. A Inakessi fokozodik a szivizom
iszkémias-reperfuzids karosodasaban és az iszkémia jellegzetes komponenseinek (pl. hipoxia,
iszkémias metabolitok, hidrogén-peroxid) jelenlétében is, amint azt a kiilonboz6 fesziiltség-
clampes kisérletek soran dokumentaltak.

A megnovekedett Inaksssi AP megnyujtd hatidsa SZE-ben 1s megfigyelhetd. A
megnovekedett Inakessi Na* tilterhelést eredményez, ami az intracellularis Ca?* koncentracio
([Ca®']i) emelkedéséhez vezet, ahogyan ezt korabban a NCX kapcsan emlitettem. Az ezzel
egylitt jaré koros ingeriiletvezetés hirtelen haldlt okozhat a SZE-ben szenvedd betegekben. A
vezetési sebességet a Nay mitkddése is meghatarozza. A kamrai vezetérendszerben (Purkinje
rostok) a kamrai szivizommal ellentétben a lassu ingerlés nagyobb, mig a gyors ingerlés
szignifikdnsan kisebb Inakessi-ot eredményez. Ez a transzmuralis inhomogenitas a
szivritmuszavarok kivalté oka lehet. Mindezek a mechanizmusok komplex koros elektromos
¢s mechanikai allapotokhoz vezethetnek, példaul kontraktilis diszfunkcidhoz, zavart szivizom-
energetikahoz €s ritmuszavarokhoz. A megnovekedett Inakessi azokban az esetekben a
leginkdbb aritmogén, amikor a repolarizacids rezerv mar veszélyeztetett, példaul Ix-gatlokkal
valo kezelés soran vagy a remodellélt szivizomban.
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A natrium homeosztazis és az emelkedett Ingiéssi Szerepe a szivritmuszavarokban

A szivritmuszavarok patofizioldgidja az altalanosan elfogadott elmélet szerint egy
proaritmids szubsztrat, egy trigger ¢és a vegetativ idegrendszer moduldlé hatdsanak
kombindci6jabol tevodik Ossze. A szivritmuszavarokat befolyasoljak ezen kiviil még a
kardialis betegségek, egyéb tarsbetegségek és etiologiai tényezdk is. A koros [Na']i
homeosztazis szerepet jatszhat az aritmidra hajlamos szubsztrat 1étrehozasaban, valamint a
ritmuszavar generaldsdban. A szivelégtelen kisérletes modellek szivizomsejtjeiben a [Na*];
koriilbeliil 2-6 mM-mal nagyobb, mint fiziologias koriilmények kozott. Egy nyomas- é€s
térfogattulterheléses nyul SZE modellben Despa €s munkatarsai megnovekedett TTX-érzékeny
Na* bearamlast talaltak. Erdekes modon ez a nagyobb bearamlas nem csak az elektromosan
stimulalt szivizomsejtekben volt jelen, hanem az ingert nem kelté munkaizomsejtekben is. Az
ingerképz0 sejtekben a megnovekedett TTX-érzékeny Na'-bedramlas legnagyobb
valoszintiséggel a Inakorai—nak koszonhetd. Ennek a bearamlasnak a mogottes mechanizmusa
azonban még nem teljesen tisztazott a szivizomsejtekben.

Klinikai vizsgalatok - antiaritmidas gyogyszerfejlesztés

Mivel a Inakessi, @ [Na']i és a [Ca®"]i emelkedése aritmogén, ezért ilyen kériilmények kozott

hatékony antiaritmias kezelésre van sziikség. Kézenfekvo cél lehet a Nay-k gatlasa. A CAST
¢s SWORD vizsgalatok kidbranditd eredményei azonban egyértelmiivé tették, hogy egyetlen
ioncsatorna specifikus gatlasa onmagaban varatlan kéros hatdsokat eredményezhet. Az utobbi
idében inkabb olyan szelektiv inhibitorok iranti igény meriilt fel, amelyek képesek a Ina xéssi-Ot
gatolni anélkiil, hogy a Inakorai-ra jelentds hatasuk lenne. A szelektivitas rendkiviil fontos, mivel
az aram korai komponensének blokkoldsa a vezetési sebesség csOkkenéséhez, igy vezetési
blokkhoz és ,,reentry aritmidkhoz” vezethet.
Eddig szamos inhibitort fejlesztettek ki, tobbek kozott ranolazint, eleklazint (GS-6615),
lidokaint, GS-458967, GS-462808 ¢és F15845-6t, azonban legtobb kisérleti és klinikai
vizsgalathoz elsésorban ranolazint hasznaltak. Ezekkel az inhibitorral az a f6 probléma, hogy
fesziiltségfliiggd modon milkodnek, szelektiv Inaxessi gatlo hatdsukat foként a fiziologiasnal
alacsonyabb membranpotencidlon fejtik ki és gatldo hatasuk fiigg az ingerlési frekvenciatol.
Mivel a natriumaram gatldsa az ingerlési frekvenciaval egyiitt nd, igy ezek a szerek kisebb
hatast gyakorolnak a Inaksssi-ra bradikardidban, amikor a Inakessi feltételezhetden jelentdsen
nagyobb, mint tachycardidban.
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Célkitiizés

Viszonylagos fontossaga ellenére a Inakessi Szamos aspektusa még mindig kevéssé
ismert. A nyul, tengerimalac és sertés szivizomsejteken nyert részletes adatokkal ellentétben a
nativ, AP alatt élettani koriilmények kozott megjelend humdn és kutya Inakessi-rol csak
korlatozott szamu kisérletes adat all rendelkezésiinkre, mivel ezeket a kisérleteket jellemzden
hagyomdnyos fesziiltség-clamp moddszerrel, és legtobbszor szobahdmérsékleten végezték.
Olyan APVC mérések, amelyek a sejt sajat AP-jat hasznaljak parancsjelként, nem allnak
rendelkezésre az irodalomban sem kutya, sem human kamrai szivizomsejtekrol.
1. Mivel a kutya kamrai szivizomsejteket altalaban a human kamrai sejtek j6 modelljének
tartjak elektrofiziologiai szempontbol, ezért szerettiik volna rogziteni és O0sszehasonlitani a
Inakessi AP alatti profiljat kutya-, tengerimalac- és nem beteg emberi szivbdl nyert kamrai
sejtekben. Ezzel egy 1épést szerettiink volna tenni a kisérletes kardioldgia azon célja felé, hogy
keressiink egy olyan allatmodellt, amely helyettesitheti az igen korlatozott mennyiségben
rendelkezésre all6 human kamrai szovetmintakat.
2. A jelen disszertacioban bemutatott kisérletek soran APVC technikat hasznaltunk a Inakessi
profiljanak kozvetlen rogzitésére az AP alatt a sejtek normédl Ca?* homeosztézisa soran. Ezaltal
meg szerettik volna jobban érteni a késdi natriumaram bal kamrai szivizomsejtek
elektrofiziologiai tulajdonsagainak kialakitasaban jatszott szerepét.
3. Vizsgdlni szerettiik volna tovabb4a, hogy a Nay-k inaktivacidjat megakadalyozdé Anemone
toxin 1l (ATX-II) hogyan valtoztatja meg a Inaxessi AP alatti profiljat.
4. Kivancsiak voltunk arra, hogy a Inaiessi milyen szerepet tolthet be szivritmuszavarok
kialakitasaban.
5. Meg szerettiik volna vizsgalni, hogy a Inaxessi gatlasa megvaldsithatd-€ a Inakorai-tol teljesen
fiiggetlenil.
6. Valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy élesen kiilonbdzik-e a szelektivnek mondott Inakeéssi
gatloszerek, illetve az ,,altalanos” I/B osztalyu Nay gatloszerek esetén leirt frekvenciafiiggd
INakessi gatlas.
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Anyagok és modszerek

Felhasznalt prepardatumok

Meéréseinkhez kisérleti célra tenyésztett keverék kutydk és tengerimalacok sziveit,
illetve transzplantacios célbol eltavolitott human sziveket hasznaltunk fel. A kisérleti allatokkal
kapcsolatos valamennyi beavatkozds az Europai Parlament allatkisérletekre vonatkozo
utmutatasanak (2010/63/EU) megfelelden, illetve a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatetikai Bizottsag altal jovahagyott protokoll alapjan (9/2015/DEMAB) tortént. A humén
szovetek felhasznalasa a Helsinki Deklaracioval Osszhangban, a Szegedi Egyetem és a
Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag altal jovahagyott protokollok alapjan (4991-0/2010-
1018EKU, 339/P1/010) tortént.

A kisérleti célra tenyésztett, felndtt, vegyes ivara keverék kutyakat (8—12 kg-os testtomeg)
10 mg/ttkg ketamin-hidroklorid (Calypsol) és 1 mg/ttkg xylazin-hidroklorid (Sedaxylan)
alkalmazaséval altattuk. A himnemi, 3-5 honapos Hartley tengerimalacokat véralvadasgatlas
(heparin 800 NE i.p.) utan pentobarbitallal (100 mg/ttkg i.p.) altattunk. Az altatas mélységét a
kétoldali szemhéjzarasi reflexxel, a fajdalomérzés (labujjak fijdalmas Osszecsipése) és az
allkapocszaras tonusanak vizsgalataval két percenként monitoroztuk. A miitéti beavatkozas
azutan kezdddott, amikor mindkét oldalon hidnyzott a szemhéjzarasi reflex, a fajdalomingert
kdvetden nem tapasztaltunk sem végtagelhuzast, sem 1€gzési valaszreakciot, tovabba, amikor
kutyaknal az allkapocs tonusa mar legalabb 6 perce (harom egymast kovetd vizsgalatnak
megfelelden) észrevehetden csokkent.

Az egészséges human donorszivek olyan paciensekbdl szarmaztak, akik nem kaptak
gyogyszeres kezelést furoszemiden, dobutaminon, illetve plazmaexpandereken kiviil. A
szivekbdl a billentyiiket transzplanticios célra eltavolitottdk, a megmaradt kamrai szovetet
hasznaltuk fel kisérletes céljainkhoz. A sziveket az eltavolitast kovetéen kardioplégias oldatban
taroltuk.

Kisérleteinkhez ezen kiviil még multicellularis preparatumokat is felhasznaltunk, amelyek
kutya, tengerimalac, emberi bal kamrai trabekuldkbol, valamint kutya jobb kamrai papillaris
1zmokbol szarmaztak.

Szivizomsejtek izoldldsa

A kutydk mellkasanak megnyitasat kovetden a szivet gyorsan eltavolitottuk, majd ezt
kovetden a bal eliilsd leszalld koronaria agat (LAD) kaniilaltuk, és ezen keresztiil perfundaltuk
a szivizomzatot Langendorff apparatus alkalmazasaval. Az emberi sejtizolalds soran is az
ugynevezett anterograd szegmens-perfuzios technikat alkalmaztuk.

A perfuziot megkezdve 5 percig Ca?*—mentes, taurinnal (2,5 g/1), piruvattal (175 mg/l),
ribozzal (750 mg/l), allopurinollal (13,5 mg/l) és NaH»POs-tal (200 mg/l) Joklik altal
modositott oldatot (JMM, Minimum Essential Medium Eagle; Joklik-féle modositas,
termékszam: M0518; Sigma) alkalmaztunk, amellyel a szovet Ca®" és vértartalmat tavolitottuk

el.
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Ezutan a preparatumot nagyjabol 30 percig perfundaltuk ismét a JMM alapoldattal. Ezt az
oldatot kiegészitettiik még kollagendzzal (660 mg/l, 325 U/mg, Type II.), borji albuminnal
(2 g/1, Fraction V) és CaClz-al (50 uM) is. A sejtizolalas alatt a perfizios oldat hdmérsékletét
37 °C-on tartottuk és az oldatokat mindvégig karbogénnel buborékoltattuk at. Az enzimatikus
emésztést kovetden a LAD ellatasi teriiletének megfelelden félkor formaju metszést ejtettiink
a szivesucs felé a kamrafal kozépsd rétegében. Az elfolydsodott izomszovet réteget kis
darabokra vagtuk, majd ezeket a darabokat 50 uM kalciumot tartalmaz6é modositott JMM
modositott JMM oldattal tobbszor ilepitettiik, sziirtiik és mostuk. Az izolalast kdvetden a
szuszpenzidban levo sejtek mintegy 30—60 %-a kozel téglalap keresztmetszetl, €les szElu, ép
citoplazmajua volt és szabalyos harantcsikolatot mutatott 1,3 mM ionizalt kalciumot tartalmazo
oldatban. A mérések soran a megfeleld sejt kivalasztasahoz ezeket a tulajdonsagokat figyeltiik,
mert ezek nagyban meghatarozzak a sejtek életképességét.

A sejtizolalas végezte utdn két-harom oraval kezdtiik el a méréseket. Felhasznalasig a
sejteket 14-16 °C-on taroltuk, Minimum Essential Medium Eagle oldatban (pH=7,4).

A tengerimalacok szivét az aortandl fogva Langendorff apparétusra rogzitettiik, majd Tyrode
oldattal (NaCl 135 mM, KCI 5.4 mM, CaCl, 1 mM, MgCl> 1 mM, NaH2PO4 0.3 mM, HEPES
10 mM, gliikoz 10 mM; pH=7.2 [NaOH]) 3-5 percig atmostuk. Ezt kovetden kalciummentes,
0,05 mM EGTA-val kiegészitett Tyrode oldattal perfundaltuk a szivet 3 percig. Végiil 25-30
percig kollagenazt (600 mg/l, 298 U/mg, Type I1.) és proteazt (50 mg/l, Type XIV) tartalmazo,
kalciummentes Tyrode oldattal torténd perfizid kovetkezett enzimatikus emésztés céljabol.
Ennek végeztével a bal kamrat apr6 darabokra vagtuk, majd a legutobb leirt, kollagendzt és
proteazt is tartalmazo oldatban inkubaltuk tovabbi 40, 60, illetve 80 percig 37 °C-on, hogy
megkapjuk a izolalt bal kamrai szivizomsejteket. Az inkubdcids periodus végeztével a
sejtszuszpenziot atmostuk €s modositott, bikarbonatot is tartalmaz6 Tyrode oldatba (121 mM
NaCl, 4 mM KCI, 1,3 mM CaClz, 1 mM MgClz, 10 mM HEPES, 25 mM NaHCOs, 10 mM
gliikoz; pH=7,35; tovabbiakban: BTy) helyeztiik. A BTy oldat ozmolalitasa 300+3 mOsm volt.
A sejtszuszpenzidt felhasznalasig szintén 14-16 °C-on taroltuk.

Elektrofiziologiai mérések

Valamennyi kisérletiink kezdetekor a szivizomsejteket (vagy multicellularis
preparatumokat) megfeleld 0,5 ml térfogati plexiliiveg mérékadba helyeztiik, melyet egy
invertalt mikroszkop (Nikon Eclipse TE2000-U vagy Diaphot 300) targyasztalaba épitettiink.
A mikroszképot egy rezgésmentes asztallal és Faraday-kalitkaval egyiitt hasznaltuk. A
mérdkadat folyamatos 1-2 ml/perc sebességgel BTy oldattal perfundaltuk gravitacido-vezérelt
perfuzids rendszerrel a mérések kozben. Az ettdl eltérd Osszetételii oldatokat az egyes
fejezetekben kiilon emlitem. A mérékadban levé oldatok homérsékletét egy
homérsékletszabalyzd (Cell MicroControls) segitségével allandé 37 °C homérsékleten
tartottuk. Ennek az oldatnak az ozmolalitasa 300 = 3 mOsm volt. Ezt géznyomadsos
ozmométerrel (Vapro 5520) ellendriztiik. Az oldatok pH-jat megfeleld mennyiségti HCI és
NaOH (extracellularis oldatok esetén) vagy KOH (intracellularis oldatok esetén)
hozz4adasaval Orion 3 Star pH mérd késziilék segitségével allitottuk be a kivant értékre. BTy
esetében a pH:7,35 volt, mig az intracellularis oldatok esetében a pH-t 7,3 és 7,2-re allitottuk.
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Az elektrofizioldgiai mérések kivitelezéséhez legtobbszor Multiclamp 700A és 700B
erdsitoket hasznaltuk. Ettdl eltérd esetben a mérdmiiszert kiilon részletezve emlitem a
szovegben. A szamitogépes vezérléshez és adatgytijtéshez pClamp 10.0 szoftvert
alkalmaztunk. Az er6sit6 €s a szamitogépes szoftver kozotti kapcsolatot Digidata 1440A vagy
1332 analdg-digitalis jelatalakito teremtette meg.

Patch-clamp technika

A mérésekhez 2-3 MQ ellenallasi boroszilikdt mikroelektrédakat (patch pipetta)
hasznaltunk. A patch pipettdkat és a hegyes mikroeletrodédkat egyarant a P-2000 tipusu
pipettahuzé segitségével készitettiik el. Mitkodési elviiket tekintve a piacon a platina vagy
nikkel-krom filamenttel, illetve CO2 1ézerrel miik6do termékek kaphatoak. A P-2000-es tipus
l1ézerrel mikddik, ezért boroszilikat és kvarcliveg megmunkalasara is képes. A piacon ez az
egyik legkisebb hegyet eldallito késziilék, ezért esett erre a valasztasunk.

Az 4ltalanosan hasznalt pipettaban levé belsé oldatunk az alabbi anyagokat tartalmazta:
120 mM K-aszpartat, 30 mM KCI, 3 mM MgATP, 10 mM HEPES, 3 mM Na,-foszfokreatin,
0,01 mM EGTA, 0,002 mM cAMP, 10 mM KOH; pH=7,3. Az intracellularis oldatok
ozmolaritasa: 285 + 3 mOsm volt. Amely kisérleteknél az eredeti oldat modositasat
alkalmaztunk, ott ezt kiilon feltiintetem a szévegben. A legtobb kisérletnél nem, vagy csak
minimalis mennyiségben hasznaltunk kalcium-kelatort. Szerettiink volna a fizioldgiashoz
minél kozelebbi allapotot elérni és sziikségiink volt a sejtek folyamatos dsszehtizoédasanak
biztositasara. Ezért haszndltunk az intracelluldris oldatban az ATP-t és a foszfokreatint is. A
sejtek in vivo mitkodését szerettiink volna leutanozni a lehetd legmegfeleldbben. Az ATP-nek
szamottevo hatdsa van a fesziiltségfliggd aramok amplituddjara és kinetikdjara, ezért szerettiik
volna ezt standardizalni. Ezen kiviil az ATP-fliggé K+-dramot is befolydsolhatja az ATP.

A pipetta hegyét a sejt felszinéhez érintve enyhe szivast alkalmaztunk, ezaltal egy
nagyellenallasu kapcsolat (2—8 GQ; Ugynevezett ,.gigaseal”) alakulhatott ki. A gigaseal
kialakuldsa utan tovabbi szivassal, vagy 1-5 ms hosszl 1,5 V nagysagu elektromos impulzusok
hasznalatdval tortiikk at a pipetta hegye alatti membrandarabot, hogy elérjiik az egészsejtes
elrendezést. A sejtek membranfeliiletének kapacitdsdt minden kisérlet elétt 10 ms hosszu,
—10 mV-ro6l =20 mV-ra torténd hiperpolarizacio segitségével mértilk meg, és az ionaramokat
az igy kapott sejtkapacitdsra vonatkoztattuk. A mérési elrendezés teljes soros ellenallasa
atlagosan 3-8 MQ volt, melyet 50-80 %-ban kompenzaltunk sziikség esetén.

Az [Ca?']i nagyjabol 100 nM-ra torténé puffereléséhez (MaxChelator segitségével
szamitott érték) a 1,2-Bisz(2-aminofenoxi)etan-N,N,N’ N’-tetraecetsav (BAPTA) Ca?*-
kelatort is tartalmazo pipettaoldatot hasznaltuk: 85 mM K-aszpartat, 30 mM KCI, 25 mM
KOH, 3 mM Mg-ATP, 10 mM HEPES, 3 mM Nay-foszfokreatin, 0.002 mM cAMP, 10 mM
BAPTA, 2,48 mM CaCly; pH=7.2.

Akcios potencialok elvezetése egyedi szivizomsejtekrol

A patch-clamp technika teljes sejtes elrendezésében, aram-clamp tizemmodban a sejteket
folyamatosan 2 ms szélességli négyszog alaki impulzusok alkalmazasaval ingereltik. Az
aramimpulzusok amplitidojat a kiiszobinger 150 %-ara allitottuk, hogy az ingerld jel és az AP
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felszallo szara jol elkiiloniiljon egymastol. Az AP-okat 100 kHz-es mintavételi frekvenciaval
digitalizaltuk és taroltuk a késébbi értékelésig.

Az AP alakjanak frekvenciafiiggését vizsgald kisérletek sordn az ingerlési ciklushosszt
(CL) el6szor 5 s-ra allitottuk, majd egyre csokkentettiik a 0,5 s-os végso értékig. A tényleges
mérések kivitelezése el6tt legalabb 100 ciklust vartunk, hogy bealljon az egyenstlyi allapot. A
frekvenciafiiggést eldszor kontroll koriilmények kozott (BTy oldatban) vettiik fel, majd 10, 30
¢s 100 nM ATX-1l-vel torténd kezelés utan rendre megismételtiik.

Akcios potencial fesziiltség-clamp

cres

specialis, ugynevezett ,,akcios potencidl fesziiltség-clamp” (APVC) moddszer két valtozatat
alkalmaztuk tengerimalac, kutya és human szivizomsejteken. Az egyik a sejt sajat AP-jat
hasznalja fesziiltségparancsként (in. ,,sajat APVC” — sAPVC), mig a masik technikédval egy
kordbban rogzitett, ,.kanonikus” midmiokardidlis AP-t haszndlunk parancsjelként (un.
,.kanonikus” APVC — cAPVC).

Az akcios potencidlokat d&ram-clamp lizemmodban rogzitettiik a patch pipetta segitségével
a BTy oldatban. A sejteket folyamatosan 700 ms CL-u (1,43 Hz frekvenciaju; 85 iités/perces
szivfrekvencianak megfeleld), 1 ms széles, kiiszob feletti, négyszog alaka impulzussal
ingereltiik Ggy, hogy a stimulus miitermékét az akcids potencial felszallod szaratol jol el tudjuk
kiiloniteni. A SAPVC esetén minden sejtr6l 5-10 percig vezettiink el AP-okat 100 kHz-es
mintavételi frekvencidval, majd ezek koziil kivalasztottuk az adott sejtre leginkabb jellemzét.
Ezt a jelet hasznaltuk ugyanazon a sejten és ugyanolyan ingerlési frekvenciaval
fesziiltségparancsként, immar fesziiltség-clamp modban. Az igy kapott ,hattér” aramjel (Inaser)
— a kezdeti néhany ms kapacitiv tranziensének kivételével — a nulla vonalban futé vizszintes
gorbe volt. A CAPVC Kkisérletek soran egy kordbban rogzitett, ,.kanonikus” midmiokardialis
AP-t hasznéltunk parancsjelként. Ezen kisérletek sordn a hattéraram annal kozelebb esett a
nulla vonalhoz, minél inkabb hasonlitott a sejt sajat AP-ja a kanonikus AP-hoz. A cAPVC
legnagyobb elonye a sSAPVC-vel szemben, hogy kikiiszoboli az daramjelek azon kiilonbségeit,
melyek a sAPVC esetén az egyedi, csak az adott sejten alkalmazott fesziiltségparancsbol
adddnak. Ugyanakkor a sAPVC esetén a sejteken a leginkabb fiziologias fesziiltségparancs
hatasara létrejovo aramjeleket tanulmanyozhatjuk.

Az aramjeleket mindkét APVC technika esetén az Un. ,,szekvencidlis iondramelkiilonités”
modszerével rogzitettiik. Ennek 1ényege, hogy az egyes iondaramokat specifikus gatloszereik
megfeleld szekvencidban torténd alkalmazasaval meghatirozhatjuk ugyanarrdl a sejtrél. A
fesziiltségparancs folyamatos alkalmazasa soran, a hattéraram (Inawer) rogzitése utan hozzaadjuk
a perfuzios oldathoz az els6 vizsgalni kivant dram specifikus gatloszerét, mely kimetszi a neki
megfeleld aramot a hattérarambol (Iszer1). EbbOl meghatarozhat6 az eredeti AP alatt foly6 elsé
aram profilja (It = lhawer— Lszer1). Ezt kOvetéen a tovabbi ionaramok szelektiv gatloszereit
alkalmazva meghatdrozhatdak az eredeti AP alatt folyd aramok (Az n-edik ionaram:
In = Iszer(n-1) — Iszer(n)). Minden egyes szerrel legalabb 5 percig perfundaltuk a sejteket, hogy
a hatasok teljesen kifejlodjenek.

Vizsgalataink az alabbi hdrom jelentds tényez6 miatt nagyon jol kozelitik az élettani
koriilményeket. A sejt sajat AP-jat, vagy egy ahhoz nagyon hasonl6 ,kanonikus” AP-t
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hasznalunk fesziiltségparancsként. Az intra-, és extracellularis oldatokban ¢élettani, vagy ahhoz
nagyon hasonlo folyadékosszetételeket alkalmaztunk. Tovabba nem avatkoztunk be exogén
Ca?*-pufferekkel a sejt sajat kalciumhéztartaséba.

Hagyomanyos fesziiltség-clamp kisérletek

Kutya, tengerimalac és human izolalt szivizomsejteken is végeztiink hagyomanyos
fesziiltség-clamp  kisérleteket, négyszog alaki impulzusok parancsjelként torténd
alkalmazaséval, allando tesztpotencidlok mellett a Inaxessi aramstriiségének és inaktivacios
kinetikajanak megallapitasa céljabol.

Ebben az esetben kiils6é oldatként HEPES-t tartalmaz6 Tyrode oldatot hasznaltunk, amely
az alabbiakat tartalmazta (mM-ban): NaCl 144, NaH»>PO4 0,4, KCI 4,0, CaCl» 1,8, MgS04 0,53,
gliikéz 5,5 és HEPES 5,0; pH=7,4). Ezt az alapoldatot a kisérletek soran 1 uM nizoldipinnel,
0,5 uM HMR-1556-tal és 0,1 uM dofetiliddel egészitettiik ki a Ca?*-, és K*-dramok gatlasa
céljabol. A pipettaoldat osszetétele a kdvetkez6 volt (mM-ban): CsCl 125, TEACI 20, MgATP
5, EGTA 10, HEPES 10, pH=7,2).

A INakessi-Ot -120 mV-os tartofesziiltségrol 2 s hosszan —20 mV-ra torténd depolarizacioval
hataroztuk meg. Ezt a fesziiltségprotokollt alkalmaztuk a szerek alkalmazasa eldtt és utan. Az
aramgorbéket ezt kovetden kivonassal hataroztuk meg. A Inaxessi aramstirliségét az impulzus
kezdete utan 50 ms-mal olvastuk le. Az aramintegral meghatarozasakor a kezdeti 20 ms-ot
kizartuk az értékelésbol, hogy minimalizaljuk a Inakorai hozzajarulasat a vizsgalt aramgorbéhez.

A Inaiessi egyensulyi inaktivacio fesziiltségfliggésének vizsgalata érdekében a —20 mV-0s
tesztpotencial eldtt 2 s hosszusagu, —130 és —40 mV kozotti eldimpulzusokat alkalmaztunk. Az
ezen eldimpulzusok soran mért csucsaramokat (lieszt) @ =130 mV-os eléimpulzus sordn mért
csucsaramra (Imax) normalizaltuk, és ezeket a liesz/lmax aranyokat a megfeleld eldimpulzus-
potencialok fiiggvényében abrazoltuk. Az adatokat Boltzmann-fiiggvénnyel illesztettiik.

Akcios potencidlok elvezetése multicellularis prepardatumokbol

Az AP-ok rogzités¢hez azért valasztottuk a multicellularis preparatumokat (kutya-,
tengerimalac-, és human bal kamrai trabekulakat, illetve kutya jobb kamrai papillaris izmokat),
hogy elkeriiljiik az izolalt szivizomsejtek vizsgalatainak korlatait (példaul a sejtek kozotti
kapcsolatok hidnya vagy a csatornafehérjék esetleges karosoddsa). Ebben a kisérleti
elrendezésben bizonyos szempontok szerint jobban helyettesithetjiik az in vivo koriilményeket.
A transzmembran potencialokat 3 M KCl-dal t5lt6tt tiveg mikroelektrodakkal rogzitettiik,
amelyek ellenallasa 10-20 MQ kozott volt. Ezeket az elektrodakat egy nagy impedancidju
elektrométer (MDE GmbH, Heidelberg, Németorszdg) bemenetéhez csatlakoztattuk. A
preparatumokat egy platina elektrodaparral 1 ms széles, a kiiszobértek kétszeresének megfeleld
amplitudoji négyszog alaku impulzusokkal ingereltiik 37 °C-on. A kisérletek megkezdése elott
a preparatumokat 1 s CL-on ingereltiik legalabb 60 percen keresztiil.

Az 1s CL-on torténd ingerlést kovetden az ingerlés CL-at szekvencidlisan valtoztattuk
0,3-5 s kozott. Minden egyes CL-on a 25. AP-t rogzitettiilk, majd valtoztattuk a CL-t, igy
Osszességében egy egyensulyi frekvenciafiiggést rogzitettiink, viszonylag rovid id6 alatt. Az
AP-kat egy ADA 3300 adatgy(ijt6 kartyaval (Real Time Devices Inc.) 100 kHz-es frekvencian
digitalizaltuk, majd a késoObbi elemzésig taroltuk. Miutan valamennyi CL-on rogzitettiik a
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kontroll koriilmények kozotti adatokat, a preparatumokat 20 percig 2 uM TTX-nal (kutya,
tengerimalac és human bal kamrai trabekulak esetén), illetve 1 uM GS967-gyel vagy 40 uM
mexiletinnel (kutya jobb kamrai papillaris izmok) perfundaltuk, majd megismételtiik a CL
valtasi protokollt. Torekedtiink arra, hogy minden egyes kisérlet soran fenntartsuk az eredeti
elektréda poziciot. Amennyiben az elektroda kimozdult a preparatumbol, megkiséreltiik az
elektrédat 0jra poziciondlni. Azonban, ha az tjra pozicionalast kovetéen rogzitett AP
paraméterei tobb mint 5%-kal eltértek a korabbi paraméterekhez képest, a kisérletet elvetettiik.

Az APD rovid tavu beat-t0-beat variabilitasanak meghatdarozdsa izolalt szivizomsejtekben

Mivel a szomszédos sejtek kiegyenlit hatasa miatt az APD beat-to-beat variabilitasa
viszonylag kicsi a tobbsejtes preparatumokban, ezeket a kisérleteket izolalt szivizomsejteken
végeztiik. Az 50 egymast kovetd akcios potencialbol allé sorozatokat elemeztiik az APD beat-
to-beat variabilitasanak becsléséhez, amelyet rovidtavu variabilitasként (SV) hataroztunk meg,
a kovetkez6 képlet szerint:

SV=X(JAPDi+1-APDi|)/[Nites*\R]

ahol SV a rovidtav( variabilitas, az APD; és az APDi:+1 az i-edik, illetve az i+1-edik AP
id6tartamat jeloli a repolarizacid 90%-os szintjén, az nges pedig az elemzett egymast kovetd
itések szamat. A SV valtozasait Poincaré-abrak formajaban mutatjuk be, ahol 50 egymast
kovetd APD-értéket abrazolunk, mindegyiket az el6z6 AP iddtartaméval 6sszehasonlitva.

Statisztikai elemzés

Az eredményeket szdmtani kozépérték + szamtani kozépérték koriili standard hibaként
(SEM) fejezziikk ki. A csoportok 0Osszehasonlitdsakor egyszempontos varianciaanalizist
(ANOVA), Student-féle kétmintas t-probat, illetve dnkontrollos t-probat alkalmaztunk az adott
statisztikai kérdéskornek megfelelden. Az adatok kozotti korrelaciok meghatarozasahoz
linearis regressziot hasznaltuk. A korrelacidkat Pearson-féle korrelacids koefficienssel (r), és
az egyenes meredekségével (m) fejeztiik ki. A korrelaciés koefficiensek és meredekségek kozti
szignifikanciat szintén Student-féle t-probaval vizsgaltuk. Az n a vizsgalt szivizomsejtek vagy
multicellularis preparatumok szdmat jeldli. A kiilonbségeket akkor tekintettiik szignifikdnsnak,
ha a p kisebb volt, mint 0,05. Az adatok feldolgozésa, elemzése és az abrak készitése Excel
(Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) és Origin 2015 programmal tortént.
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Eredmények

Az optimalis TTX-koncentrdcio meghatdrozdsa

El6szor a Inakessi elemzéséhez sziikséges optimalis TTX-koncentracidt hataroztuk meg
kutya kamrai szivizomsejtekben. Olyan TTX koncentraciot szerettiink volna hasznalni, amely
alkalmas a Inakessi kelléen nagy részének gatlasara, lehetévé téve az aram valddi profiljanak
megjelenitését. A reprezentativ mérések azt mutatjdk, hogy a TTX hatasa 10 uM-0s
koncentracional szaturalodik. Az adatok Hill-egyenlethez vald illesztésével kapott
koncentracio-dramsiiriség gorbék alapjan a 10 pM TTX az dram koriilbeliil 87% -0s gatlasat
okozta. Ezért 10 uM TTX-t valasztottunk a Inakessi Vizsgalatara a késébbi fesziiltség-clamp
kisérletekhez. Fontos megjegyezni, hogy ez a megkdzelités valdsziniileg kissé alabecsiili a
Inakessi aramstiriségét €s integraljat. Ennek megfeleloen a magas TTX-affinitasu ,,neuronalis”
Nay-k mikodését nem monitoroztuk, és az alacsonyabb (nanomolaris) TTX-koncentraciok
hatésait sem vizsgaltuk. Ez némileg torzithatja a TTX-ra kapott fél maximalis effektiv
koncentracié (ECso) értékeket. Ezeket a méréseket 1 pM nizoldipin jelenlétében hajtottuk
végre, hogy gatoljuk az L-tipusi Ca®* aramot, mivel a magas TTX koncentracié gatolja a Ca®*
aramot is korabbi kutatdsok szerint.

A kutya és tengerimalac kamrai sejtekben rogzitett INa,késdi valodi profiljai sajat APVC
koriilmények kozott

A kutya Inakessi —nal megjelent egy ,,decrescendo” profil, tehat az AP id6beli lefolyasa alatt
az amplitidé monoton csokkent. Ezzel szemben a tengerimalac kamrai szivizomsejteknél az
aram amplitidoja a platd fazis alatt nétt, és csak a terminalis repolarizacid soran csokkent
nullara, tehat egy ,,crescendo” profilt mutatott. Ezeket a kiilonbségeket tiikkrozik a kutya- €s
tengerimalac sejtekben kapott aram-fesziiltség gorbék. Tovabbi kvantitativ mérésekkel
vizsgaltuk a Inakessi alakjat, ezért meghataroztuk a TTX-érzékeny aramsiirliségét az APDgo
20%-4nal , 50%-anal és 100%-4anal, ahol az APDgo a 90 %-o0s repolarizacional mért AP hosszat
jelenti. Ennek megfelelden a Inakessi aramsiirlisége az APDgo 20%-anal -0,52 + 0,09 A/F volt a
kutya sejtekben, mig -0,21 + 0,05 A/F a tengerimalac sejtekben (p <0,05). Ezzel szemben az
APDgo-nal a Inakessi aramstirlisége nagyobb volt a tengerimalac sejtekben (- 0,78 £ 0,07 A/F),
a kutya sejtekhez képest (- 0,03 £ 0,02 A/F, p <0,05). Az APDgo 50%-anal mért aramstiriiség
nem kiilonbozott szignifikansan a két faj kozott. Bar a szallitott Ossztéltés magasabb volt a
tengerimalac sejtekben (86,2 = 10,8 mC/F, n=20/9) a kutya sejtekkel (67,1 £9,2 mC/F, n=7/4,
p <0,05) 6sszehasonlitva, azonban az d&ramintegralok hasonlé tartoményba estek.
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A parancsfesziiltség alakjanak hatdsa a INa,késoi profiljara kutya szivizomsejtekben

Ahogyan korabban emlitettiik, a Inakessi profiljat kutya szivizomsejteken hatdroztuk meg
APVC koriilmények kozott, két eltérd kisérleti csoportban. Az elsd csoportnal kanonikus
APV C-et hasznaltunk, és a Inaxessi-ot 1 uM nizoldipin (n=9/5) jelenlétében hataroztuk meg. A
masodik csoportban sajat APVC-et hasznaltunk nizoldipin jelenléte nélkiil (n=7/4). Bar az
aramdenzitds értékek valamivel kisebbek voltak nizoldipin jelenlétében, mégsem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott az APDgo 20%, 50% vagy 100%-anal (-0,48 +
0,08 versus - 0,52 + 0,09 A/F, -0,30 +-0,06 versus - 0,34 + 0,06 A/F, és - 0,06 + 0,02 versus a
- 0,03 £ 0,02 A/F). Az integralok hasonloan alakultak (63,1 = 9,2 mC/pF, n=9/5 versus a 67,1
+ 9,2 mC/pF, n=7/4).

Mivel az AP konfiguraciorol korabban kimutattak, hogy az APVC koriilmények kozott
befolyasolja az aramprofilokat, megvizsgaltuk, hogy a ,,decrescendo” tipusu kutya Inaksssi
megvaltozik-e, ha  kutya  sejteken  tengerimalac  szivizomsejtekre  jellemzd
fesziiltségparancsokat alkalmazunk. A kutya AP id6tartamahoz illesztett kanonikus
tengerimalac AP-okat és egy atlagos tengerimalac AP platd fazisara emlékeztetd fesziiltség
rampa protokollt alkalmaztunk a kdvetkezo kisérletsorozatban. A rampa - 80 mV-rél indult, 10
ms-ot t6ltétt + 40 mV-on, és 200 ms alatt - 20 mV-ra csokkent. Egyik valtoztatas sem volt
képes a kutya ,,decrescendo” dramprofiljdnak atalakitasara ,,crescendo”, tengerimalacszerii
Inaxessi profilra. Az dramintegralok is hasonloan alakultak a kutyasejtekben, fiiggetleniil attol,
hogy a parancs AP kutya vagy tengerimalac eredetii volt-e (63,149,2 mC/F, n=9/5 versus
65,4+10,7 mC/F, n=6/5).
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Az ATX-II dltal indukalt TTX-érzékeny aramprofil tengerimalac és kutya kamrai sejtekben

Korabbi kutatasok alapjan a z6ld viaszrozsa (Anemonia sulcata) egyik toxinja (Anemone
toxin 11; ATX-I1) a Nay-k gyors inaktivacidjanak gatlasa soran a szivizomsejtekben a Inakessi-
hoz hasonl6 aramot valtott ki. Tengerimalac szivizomsejtekben a TTX-érzékeny aram profilja
hasonl6 volt 10 nM ATX-II hidnyéaban és jelenlétében is, bar az &ram amplitadojat jelentdsen
megnovelte az ATX-II, azaz az aram mindkét esetben ,,crescendo” profilt mutatott. Ezzel
szemben a kutya szivizomsejtekben gyakran megfigyeltiink EAD-kat, amikor 10 nM ATX-II-
t perfundaltattunk keresztiil a rendszeren 3 percig. Annak érdekében, hogy ezt elkeriiljiik a
kutya sejteken alacsonyabb (1 nM) ATX-ll-koncentraciot alkalmaztunk a végsd
kisérletsorozatban. A TTX-érzékeny aram ezekben a kutyasejtekben platoszerli alakot
mutatott, azaz az dramsirliségek nagyrészt hasonldak voltak 20%, 50% ¢és 100% APD-nél az
ATX-II jelenlétében. Az az éaramprofil, amely a Inakessi €s az ATX-II altal kivaltott
aramkomponenst is tartalmazta jelentsen kiilonbozott az ATX-11 hianyaban regisztraltaktol.
Egy masik kisérleti elrendezésben, ahol csak az ATX-Il-indukalt aramot vizsgaltuk, az ATX-
I1-indukalt aram mérsékelt ,,crescendo” jelleget mutatott a kutya szivizomsejtekben. A TTX-
érzékeny aramintegralok szignifikansan nagyobbak voltak ATX-II jelenlétében (a kutya
szivizomsejtek esetében 1 nM-os, mig a tengerimalac szivizomsejtek esetében 10 nM-0S
koncentraciot alkalmaztunk) a kontroll szivizomsejtekhez képest (kutya szivizomsejteknél:
102+13 mC/F, n=7/4 versus 67+9 mC/F, n=7/4; tengerimalac szivizomsejteknél 145+19 mC/F,
n=5/3 versus 8611 mC/F, n=20/9, mindkét esetben p<0,05). 1 nM ATX-II alkalmazasa utan
az APDgo szignifikansan nétt a kutyasejtekben 214+13 ms-rol 25717 ms-ra (43,2 ms-0s
atlagos megnytlas, n=7/4, p<0,05), ellentétben a tengerimalac szivizomsejtekben mért
adatokkal, ahol a 10 nM ATX-II altal kivaltott névekedés (192+15-r61 212420 ms-ra, 19,5 ms-
os atlagos megnyulas, n=5/3) statisztikailag nem volt szignifikans. Ezek az eredmények
egyértelmiien azt mutatjak, hogy a kutya szivizomsejtek sokkal érzékenyebbek az ATX-1l-re,
mint a tengerimalac szivizomsejtek. Azonban ami még ennél is fontosabb, hogy az ATX-II
altal indukalt aramprofil eltér a kutya szivizomsejtekben a nativ Inakessi-tol.
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A human, kutya és tengerimalac szivizomsejtekbol felvett INa,késoi tulajdonsdgainak
osszehasonlitasa

A kovetkezd kisérletsorozatban a Inakessi profiljat (sajat APVC koriilmények kozott) és
kinetikai tulajdonsagait (hagyomanyos fesziiltség-clamp technikéval) hasonlitottuk Ossze
kutya-, emberi és tengerimalac kamrai szivizomsejtekben. A 20 uM TTX-érzékeny ionaramok
hasonloan alakultak az 6sszes szivizomsejt tipusban, amikor a membranpotencialt a -120 mV-
os tartofesziiltségrol a -20 mV-os potencidlra valtoztattuk 1 uM nizoldipin, 0,1 uM dofetilid és
0,5 uM HMR-1556 jelenlétében. Amikor a TTX-érzékeny aram valtozasat monoexponencialis
fliggvényre illesztettiik (a kezdeti 50 ms-os periddus kivételével), az inaktivacios idéallando
atlagosan 60+3 ms (n=13/7) volt a kutya, 67+5 ms (n=5/3) a human és 155£16 ms (n=5/3) a
tengerimalac szivizomsejtekben. A Inakessi inaktivacidjanak idébeli lefolyasa tehat hasonld volt
a human ¢és a kutya szivizomsejtekben, de szignifikansan (p<0,05) lassabban kovetkezett be a
tengerimalac szivizomsejtekben. A megfeleld atlagos aramstirliség (amelyeket szintén
monoexponencialis illesztési eljarassal kaptunk) -0,56+0,04 A/F volt a kutya, -0,47+0,05 A/F
a human ¢és -0,54+0,14 A/F a tengerimalac szivizomsejtekben. Ezek az értékek nem
kiilonboztek szignifikdnsan egymadstol. Az dramprofilok szintén nagyon hasonldak voltak a
kutya- ¢és human sejtekben (mindketté ,decrescendo” karakterisztikaju), mig a
tengerimalacban a ,,crescendo” tipus jelent meg.
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A tetrodotoxin hatasa az APD90-re multicellularis humdn, kutya és tengerimalac kamrai
prepardtumokban

srer

kamrai preparatumokban. Minden preparatumot 2 pM TTX-szel perfundéltunk, és a méréseket
az egyensuly bedllta utan végeztiik. Az APD-t minden egyes ciklushossznal roviditette a TTX.
Az 1 s ciklushosszon mért TTX-indukalt rovidiilés az emberben volt a legnagyobb (67 + 16
ms, n = 4/3), kozepes (21 = 4 ms, n = 5/5) a kutyaban és legkisebb (11 £ 3, n=7/7) a
tengerimalac preparatumokban. A nyugalmi membranpotencialt és az AP amplitidojat a TTX
nem valtoztatta meg. A depolarizdcié maximalis sebességét (dV/dtmax) a TTX mérsékelten
csokkentette: 310 £ 48-r6l 259 + 24 V/s-ra emberben, 231 £ 40-r6l 169 + 33 V/s-ra kutyaban
€s 226 + 32-r6l 176 + 21 V/s-ra tengerimalacban, azonban ezek a valtozadsok nem érték el a
szignifikancia szintet - kivéve a kutya preparatumokat.

A GS967 és a mexiletin hatdsa akcids potencidl fesziiltség-clamp koriilmények kozott

Clancy és munkatarsai ,,nem egyensulyi kapuzasi elmélete” alapjan a Nay kapuzasat szorosan
befolyasolja az alkalmazott fesziiltségprotokoll alakja. Ennek kapcsan a GS967 és a mexiletin
Inaxessi-ra  gyakorolt hatdsat akcids potencial fesziiltség-clamp koriilmények kozott is
vizsgaltuk kanonikus midmiokardidlis AP-okat hasznélva parancsjelként. Az 1 uM GS967 és
a 40 pM mexiletin befelé irdnyuld Inaxessi profilokat hozott 1étre, amelyeknek az aramsiirtisége
(az APDgo 50%-anal mérve) -0,37 + 0,07 és -0,28 + 0,03 A/F, az aramintegraljai pedig -56,7 £+
9,1¢s-46,6 + 5,5 mC/F értékiiek voltak. Ezek a kiillonbségek azonban statisztikailag nem voltak
szignifikansak. Mivel a Ca®" és a K* 4dramokat a kisérlet megkezdése elétt blokkoltuk, a
rogzitett aramprofilokat a GS967 €s a mexiletin altal gatolt Inakessi-nak tekintjiik a szabalyos
kamrai AP alatt.

A Inakessi teljes slirliségét és integraljat a kutya-izomsejtekben a referencia vegyiiletként
alkalmazott TTX-nal kapott koncentracio-valasz gorbék segitségével becsiiltiik meg. A Hill-
egyenlet maximalis értéke adta a Inakessi teljes nagysagat. Az 1 pM GS967 és 40 pM mexiletin
altal gatolt megfeleld aramsiirtiségeket és integralokat Osszehasonlitva ezekkel a TTX-nal
kapott maximalis értékekkel, a GS967 és a mexiletin gatld hatasait lehetett kifejezni szazalékos
formaban. Ennek megfeleléen a GS967 a teljes Inaksssi-sliriség 88%-at €s a teljes Inakessi -
integral 78%-at, mig a mexiletin a teljes Inakessi-slirliség 67%-at, illetve a teljes Inakessi -integral
64%-at blokkolta. Ennél is fontosabb, hogy a GS967 és a mexiletin altal gatolt &ramprofilok
eltérd alaktak voltak. A GS967-¢érzékeny aram monoton csokkent az AP sordn, hasonldan a
TTX-érzékeny aramhoz, mig a mexiletin érzékeny aram nyeregszer(i profilt mutatott. Ez a

------

tulajdonithato.

A GS967 és a mexiletin hatasa az APD beat-t0-beat variabilitasara

Az emelkedett beat-to-beat QT intervallum variabilitas a kamrai aritmia jo el6jelzéje lehet a
betegek széles korében, mig az egyes sejtek szintjén az APD beat-to-beat variabilitasa
hasznalhat6 (mas néven rovidtavu variabilitas, SV). Mindkét paramétert az aritmia kockazat
indikatoranak tekintik. A tobbsejtes preparatumokkal ellentétben, ahol a szomszédos sejtek
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hatékonyan kiegyenlithetik az APD egyéni kiilonbségeit, a SV az egyes sejtekben sokkal
kifejezettebb, ezért a GS967 ¢€és a mexiletin SV-ra gyakorolt hatasat izolalt kamrai
szivizomsejtekben vizsgaltuk, amelyeket 1 s-os 4alland6 CL-szal ingereltiink. Ilyen
koriilmények kozott a SV-t 1 uM GS967 és 40 uM mexiletin is szignifikdnsan csokkentette
(GS967 esetében az SV csokkenés: 1,01 = 0,19 vagy 42,1 + 6,5%, p: 0,00137; Mexiletin
esetében az SV csokkenés: 0,63 + 0,2 ms vagy 24,6 = 12,8%, p: 0,021, n=8). Az APD
mérsékelten 32,5 £+ 6,9 ms-mal az egyik, mig 41,4 + 4,1 ms-mal rovidiilt meg a masik esetben
(mindegyik p<0,05 ¢és n=8). Mindezek a hatasok nagyrészt reverzibilisek voltak kimosaskor.
Mivel maga az APD is ismert, hogy befolyasolja a SV nagysagat, bevezettiik a relativ SV
(RSV) kifejezést. Ennek megfeleléen RSV = dSV / dAPD, azaz a SV valtozasat az APD
valtozasdhoz normalizaltuk. A RSV értéke szignifikansan magasabb volt a GS967 esetében,
mint a mexiletinnél (0,039 + 0,007, p:0,0111 n=8 versus 0,015 £ 0,007, p:0,041 n=8). Ez a
GS967 jobb antiaritmids hatékonysagat jelezheti a mexiletinhez képest.
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Megbeszélés

A megnovekedett Inaksssi Szamos szivbetegségben jelen van. A megnovekedett Ina kessi
meghosszabbitja a sziv AP-jat, ndveli az [Na*]i-t, és a szivizomsejtek Ca?*-talterhelését okozza
a forward modi NCX ellenstilyozasa révén. Az emelkedett Ca?* szint (féként a CaMKII-n
keresztiil) tovabb novelheti a Inakessi-ot egy ordogi kort 1étrehozva. Ezek a patofizioldgiai
mechanizmusok egyiittesen a sziv kontraktilis diszfunkcidjat és szivritmuszavarokat
eredményezhetnek. Az elhuz6dd6 AP szubsztratként viselkedhet, amely hajlamosit a
ritmuszavarokra, mig a Ca?*-tilterhelés kivalté okként is szerepelhet. Ugy tiinik, hogy a Inakéssi
patogenetikai szereppel rendelkezik, kiilondsen a PF-ban ¢és a bradikardia alatt fellép6 kamrai
aritmidkban.

Ahogyan azt a korabbiakban bemutattuk ebben a tanulményban 6sszehasonlitottuk a human
¢és kutya kamrai szivizomsejtek Inakessi profiljat sajait APVC kortilmények kozott. Ebbol a
szempontbol eredményeink dsszhangban vannak Murphy és munkatarsai eredményeivel, akik
a kutya Inaxessi profiljat mutattdk be kanonikus AP-ok alkalmazéasaval. A legfontosabb
eredményiink annak bizonyitasa volt, hogy a kutyai szivizomsejtek viszonylag j6 modellként
hasznalhatok a human Inaxessi vizsgalatira - ellentétben a mas emldsokbol, koztik
tengerimalacbol, nytlbol és sertésbdl szarmazd szivizomsejtekkel, mivel ez utdbbi fajok
mindegyikében az dram ,,crescendo” profilt mutat. Ennek a fajok kozotti kiilonbségnek fontos
ezzel egyiitt jar6 Na* és Ca®" terhelés, ami fokozott aritmia hajlamot eredményez) ndvekszik
az APD megnyulasaval a ,crescendo” csoportban, szemben a ,,decrescendo” csoporttal.
Valosziniisithet, hogy rovidebb APD esetén viszonylag kisebb a relativ szerepe. Erthetdbben,
a Inakessi amplitidoja a termindlis repolarizacio idején a ,,crescendo” tipusu fajokban a
legnagyobb, kovetkezésképpen az APD meghosszabboddsa (pl. HERG-csatorna gatld
alkalmazédsa miatt) varhatéan nagyobb befelé iranyuld Inakessi aramot okoz (nagyobb Na* és
Ca?* terheléssel egyiitt). Ez a folyamat felnagyithatja a K*-csatorna gatlok APD-t
meghosszabbitd hatasat. Mivel a Inakessi gyakorlatilag inaktivalodik ebben az idében a
»decrescendo” tipusu preparatumokban, az APD megvaltozésa alig fogja médositani a Inakessi-
on keresztiil torténd Na*-bedramlas nagysagat. Hasonlo érvelés alapjan a Inakessi gatlok terapids
hatdsa (beleértve az APD rovidiilését és a sejtek Na® és Ca?" tartalmanak csokkenését)
varhatoan kevésbé lesz kifejezett a kutya és huméan szivizomban, mint a tengerimalacbol,
nyulbol és sertésbdl szarmazd hasonld preparatumokban. Ezt figyelembe kell venni, amikor a
Inakessi  gatloszerekkel vagy modositd anyagokkal végzett farmakologiai vizsgalatok
eredményeit értelmezik vagy extrapolaljak emberi populaciora, mivel néhany ilyen vegyiilettel
végzett vizsgalatot olyan fajokon végeztek, amelyek crescendo Inaxessi profilt mutatnak. A jelen
eredmények alapjan kutya kamrai szovetek vagy szivizomsejtek javasoltak a Inakessi-mal
kolcsonhatasba 1€p6 gyodgyszerekkel végzett farmakoldgiai vizsgalatokhoz.

Azt is feltartuk, hogy miért névekszik a tengerimalac Inaxsssi az AP plato alatt, mig a kutya
¢s a human Inakessi csokken az AP idobeli lefolyasa alatt. A kutya- és human szivizomsejtekben
a Inakessi inaktivacios idallandoja -20 mV-on 60-67 ms tartomanyban volt, kdvetkezésképpen
az dram a terminalis repolarizéaci6 idejére gyakorlatilag teljesen inaktivalodott. Ezzel szemben
a tengerimalacban az inaktivacids idéallandé sokkal hosszabbnak bizonyult (156 ms). Az
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utobbi esetben az inaktivacio kelléen lassu volt ahhoz, hogy a Nay-k jelentds része nyitva
maradjon a termindlis repolarizacid idejére. Kovetkezésképpen a Na* -okra hatd novekvd
befel¢ iranyuld hajtdéeré novelhette a Inaxessi amplitddojat a lassi repolarizacid soran
tengerimalacban (és valosziniileg nytlban és sertésben is). A tengerimalacban jol ismert
,crescendo” Inakessi profilt eredetileg Clancy és munkatarsai ,,nem egyensulyi kapuzas”
elméletével magyaraztak. Ez a modell a Inakessi novekedését valdsziniisiti a platd fazis alatt a
valamint a repolarizaciés rampak parancsjelként valdé alkalmazdsa azonban nem tudta a
kutyasejtek ,,decrescendo” Inakessi profiljat ,,crescendo” profilla alakitani, ami arra utal, hogy
nem az AP konfiguracié, hanem a hagyoményos fesziiltség-clamp kisérletek altal feltart 2,5-
szer lassabb inaktivacids kinetika felelds a tengerimalac ,,crescendo” Inaksssi profiljaért. Mivel
a Inakessi egy részét a kutyaszivben a nem-kardidlis Nay-k miikddésének tulajdonitjak
lehetséges, hogy ezen TTX-érzékeny csatornak relativ hozzajaruldsa, illetve szabalyozo
alegységeik eltérései eltérdek a kutydban (€s az emberben) a tengerimalachoz (és a sertéshez
vagy nyulhoz) képest. A Inakessi kiilonbozo fajok kozotti eltérd inaktivacios kinetikaja azonban
tovabbi vizsgalatokat igényel.

Itt kell megemliteni, hogy az LQT3 szindromaért felelds SCN5 mutéciok széles skalaja
létezik, a mutdcid helyétdl és tipusatol fiiggéen a Nay kapuzasdnak szdmos paramétere
megvaltozhat, mint példdul az inaktivacid és a visszatérés sebessége, az aktivalodas és az
inaktivaci6 fesziiltségfiiggése. Kijelenthetjiik, hogy a Inakessi szint emelkedése minden esetben
kritikus és kozos jellemzd. Mivel a teljes Nay populacionak csak nagyon kis hanyada jarulhat
hozz4 a Inakessi generalasahoz (hasonlitsuk 6ssze a Inakessi néhany tiz pA-es amplitidojat a Na*
csucsaram tobb nA-es amplitidojaval), a natriumaram kapuzas makroszkopikus valtozasai
patofiziologiai szempontbol kevésbé relevansak, mint a Inakessi tényleges nagysaga.

A jelen tanulményban ravilagitottunk arra, hogy a kutyasejtekben APVC koriilmények
kozott rogzitett ATX-11-indukalt &ram profilja jelentdsen eltér a nativ kutyai Inakessi alakjatol,
mivel az ATX-1l-indukalt aram mindkét fajban ,,crescendo” profilt mutatott - hasonldan a
tengerimalac-, nyul- és sertésszivek nativ Inakessi-dhoz, de eltér a kutyai szivizomsejtekbol
rogzitett nativ Inakessi-tol. Ez 6sszefligghet azzal a jol ismert ténnyel, hogy az ATXII lassitja a
Nav-k 1naktivacidjat. Az ATX-ll-t széles korben hasznaljdk a fokozott Inakessi
kovetkezményeinek farmakologiai utanzasara, ami gyakran patoldgids koriilmények kozott
figyelhetd meg. A kutya szivizomsejtekben (vagyis azokban a sejtekben, amelyek a legjobb
modellnek tlinnek a human Inakessi tanulményozasara) azonban ez a megkdzelités félrevezetd
lehet a nativ Inakessi €s az ATX-II altal kivaltott aramprofilok kozott megfigyelt kiilonbségek
miatt. Ennek kovetkeztében az ATX-I1-vel modositott Nay-k a gyogyszerérzékenységiikben is
kiilonbozhetnek a nativ csatorndktol, ami megneheziti az ATX-II jelenlétében kapott
eredmények értelmezését.

A tobbsejtli kutya-, human- €s tengerimalac preparatumokbol rogzitett APD-ket 2 uM TTX
roviditette, amely hatds a huméan prepardtumokban volt a legnagyobb, a kutya
preparatumokban kézepes mértékii €s a tengerimalac preparatumokban pedig a legkisebb. Ez
a sorrend nem magyarazhatd a Inakessi ismert (€s jelenleg leirt) tulajdonsagaival, mivel az
aramsliriségek és integralok nagyrészt hasonloak voltak a harom fajban. Valosziniibb tehat,
hogy a TTX-indukalt rovidiilés nagysaga a szivizom tényleges repolarizacios tartalékatol fiigg,
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amely a human szivizomsejteknél a legkisebb, a kutyaban kdzepes erdsségii, €s a jelentds
mértéki Iks mellett a tengerimalac kamrai szivizomban a legnagyobb. Ez egy tovabbi érv
amellett, hogy kutya szivizomsejteket hasznaljunk modellként a késObbiekben. Ez a
repolarizacids tartalékban mutatkozo fajok kozotti kiilonbség (a kutya és a tengerimalac
kozotti) magyarazhatja a kutya magasabb ATX-I1-érzékenységét is a tengerimalachoz képest.
A kutya szivizomsejtekben 1 nM ATX-II kétszer nagyobb AP-megnyulast okozott, mint 10
nM ATX-II a tengerimalac szivizomsejtek esetében. Amikor 10 nM ATX-1I-t alkalmaztunk
kutya szivizomsejteknél, akkor EAD-k kialakulasat észleltiik.

Az ezt kovetd kisérletsorozatunkban a GS967 (1 uM) és az I/B osztalyt antiaritmids
gyogyszer (40 pM mexiletin) Inakessi-ta €s Inakorai-ra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk és
hasonlitottuk 0ssze kutya kamrai szivizomsejteknél a hagyomanyos mikroelektrodas €s akcios
potencial fesziiltség-clampes technikdk kombinalasaval. Megdallapitottuk, hogy a Inaksssi
szelektiv blokkolojanak tartott GS967 a Inakorai-ot is gatolja. Ez a gatlas hasonld a
mexiletinéhez, de nagyobb hatékonysagli. A GS967-et feltételezett szelektiv Inakessi-blokkold
jellege alapjan korabban uj VI. osztalyu antiaritmias szerként emlitették. A szelektiv Inaxsssi-
gatlas elméleti lehetdségének megkérddjelezése nélkiil azonban egy alternativ megkozelitést is
figyelembe kell venni. FErdekes és még mindig megoldatlan kérdés az, hogy a Inakessi
szelektiven blokkolhatd-e. Bizonyitékok utalnak arra, hogy a szivizomszdvetben a Na* aramot
a szivspecifikus Nay1.5-kon kiviil més Nay-k is vezethetik, amelyekrdl feltételezték, hogy mind
a INakorai-n0z, mind a Inakessi-hoz hozzajarulnak. Szerepiikre vonatkozoan azonban még mindig
nincs megfeleld funkcionalis bizonyiték, mikozben jelentds fajkozi kiillonbségeket figyeltek
meg. Ha ezek a csatornak a Inakessi-ban szerepet jatszanak, de a Inakorsi-ban nem, akkor
farmakologiai gatlasuk szelektiv Inakessi-blokadot eredményezhet. A GS967-r6l azonban nem
mutattak ki, hogy gatolja az ilyen tipusu Nay-kat, de arrdl beszamoltak, hogy gatolja a sziv
tipusu Nayl.5-kat. Ebbdl kifolyolag nehéz megbecsiilni a neurondlis tipusu Nay-k relativ
hozz4jarulasat a GS967-érzékeny aramhoz.

A jelen eredményeket és az irodalmi adatokat Osszevetve valdsziniisithetd, hogy egy, a
GS967-hez hasonld kinetikai tulajdonsagokkal rendelkezd vegyiilet nagyon igéretes
antiaritmids szer lehetne, mivel szamos in vitro és in vivo vizsgalat aldtdmasztja a GS967 erds
antiaritmids hatasat. Jobb kinetikai tulajdonsdgokkal rendelkezik, mint a mexiletin (amint azt
ez a tanulmany is mutatja) és a ranolazin, amelyrdl ismert, hogy elnyomja a Inaksssi-Ot. A
GS967 nagy agyi penetracioval rendelkezik, amely tulajdonsdga miatt a késdbbiekben
potencialisan 0] antiepileptikus vegyiiletként lehetne hasznalni. Jelenleg nem teljesen tisztazott,
hogy a GS967 idegrendszerre gyakorolt hatdsai kizarjak-e a hatdanyag antiaritmias szerként
valo alkalmazasat, azonban egy olyan Uj szer, amely a GS967-tel megegyez6é kinetikai
tulajdonsagokkal rendelkezik, de nem mutat kozponti idegrendszeri mellékhatasokat, igéretes
jeloltnek bizonyulhat a jovobeli fejlesztéshez.

A Nayl.5-knak tobbféle nyitott és zart allapota is lehet kiilonbozd gyogyszer-kotési
tulajdonsagokkal, amelyek az aktivalddott, az inaktivalodott és a nyugalmi csatornaallapotokat
szabalyozzak. Ennek megfelelden a csatornak kotohelyeivel kdlesonhatasba 1ép6 gyogyszerek
a csatorndk tényleges nyitott vagy zart allapotatol fiiggden valtozo hatast gyakorolhatnak a
INakorai-Ta €s a Inakessi-ra. Ha egy gyodgyszer gyorsan €s nagy affinitdssal kotddik a nyitott és
inaktivalodott  csatornaallapotokhoz, ¢és  gyorsan disszocidl a zart nyugalmi
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csatornaallapotokbol, akkor nagy valdsziniiséggel nem a Inakorai-Ot, hanem a Inakessi-ot gatolja.
Ennek az az oka, hogy a csatorna zart allapotaban a gyogyszer teljesen disszocial a kotohelyrol,
kivéve, ha a frekvencia nagyon magas vagy a CL rovidebb, mint a csatornarél valo
disszociacid. Kovetkezésképpen az, hogy egy gyogyszer szelektiven gatolja-e a Inakorai-Ot Vagy
a Inaxessi-ot, vagy mindkettdt, nagyban fligg a stimulaciés protokolltol, de kevésbé a meglévd
specifikus Inakorsi Vagy Inakessi kotohelyektl. A jelenlegi eredmények és a nemrégiben
publikalt adatok 0Osszhangban vannak ezzel a feltételezéssel, és nem tamasztjak ald azt a
mechanizmust, amely a specifikus Inakessi-gatlason alapul, amely hatarozottan kiilonbozik az
olyan gyogyszerek, mint a mexiletin, lidokain, amiodaron ¢és ranolazin esetében leirt I/B
osztalyll antiaritmids hatasoktol. Ez a megkdzelités 6sszhangban van a ranolazin magas (38-
szoros) szelektivitasaval IS a Inakessi-ra @ INakorsi-mal szemben, amely az amiodaron esetében
13-szoros, a flekainid esetében pedig sokkal alacsonyabbnak (csak haromszoros) bizonyult.

A jelen és mas eredmények alapjan egyértelmii, hogy a GS967 erdsen sebesség- ¢€s
mérsékelten fajfliggd modon hat a Inakorai-ra. A GS967 szamos prepardtumban, tobbek kdzott
patkany, egér, nyul és human kamrai szivizomsejtekben széles koncentracidtartomanyban
(0,1-1 uM) roviditette az APD-at. A megnytlt APD GS967-tel torténd rovidiilése a fokozott
diszperzi6é és a repolarizacid rovidtavu valtozékonysaganak csokkentését eredményezheti,
amely valtozasok gyakran megeldzhetik a Torsade de Pointes aritmiak kialakulasat.

Osszefoglalva, a GS967 - a mexiletinhez hasonloan - gatolta a Na*-dram korai- és késoi
komponenseit, és csokkentette az APD beat-to-beat variabilitdsat. Kinetikai tulajdonsagai
alapjan a GS967 egy 1j és hatasos I/B osztalyu antiaritmiés szernek mindsitheto.

A jelen vizsgalat eredményei azt is sugalljak, hogy a ,,szelektiv’’ Inaxessi-gatlok vizsgalatat
az ingeriiletatviteli sebesség széles skalajan keresztiil kell végezni, mivel az olyan gyogyszerek,
mint a GS967 vagy a mexiletin hatdsa félreértelmezhetd. Ezek a szerek a Inakorai-gatlas gyors
offset (blokkbol vald helyredllas) kinetikajaval rendelkeznek.

Ahogy azt korabban olvashattuk, patofizioldgiai vizsgéalatok sokasdga vonta le azt a
kovetkeztetést, hogy a szelektiv Inakessi gatlas kedvezd antiaritmias modszer szamos kisérleti
elrendezésben. Mindezen vizsgalatok ellenére a piacon 1év6 egyetlen olyan gydgyszer, amely
szelektiven gatolja a Inaksssi-t, @ ranolazin, mely mas ionaramokra is jelentdsen hat. A ranolazin
2006 ota biztonsagos €s hatékony anginaellenes gyogyszer nagy elemszami randomizalt
vizsgalatok alapjan. Néhany 0jabb klinikai bizonyiték is utal r4, hogy a ranolazin kedvezd
hatast mutat PF-ban és kamrai aritmidkban. Helytallobb kutatasi eredményekhez tobb 3. fazisu
klinikai vizsgalatra van sziikség. A Nav1.8 specifikus gatlokkal vald célzott kezelése szintén
érdekes ) megkozelités a jovobeni antiaritmids gyogyszeres terapia szempontjabol
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Az értekezésben szereplo uj kutatasi eredmények

- Ez az els6 olyan tanulmény, amely bemutatja a human és kutya kamrai Inaxessi profiljat sajat
APVC koriilmények kozott.

- A nem beteg human kamrai sejtek tekintetében ez az els6 APVC technikat alkalmazd
megfigyelés.

- El6sz0r bizonyitottuk, hogy a Inakessi-gatlok terapias hatasa (beleértve az APD rovidiilését és
a sejtek Na* és Ca?" tartalmanak csokkenését) varhatoan kevésbé lesz kifejezett a kutya és
humén szivizomban, mint a tengerimalacbol, nyulbol és sertésbol szarmazd hasonlo
preparatumokban. Ezt figyelembe kell venni, amikor a Inakessi gatlészerekkel vagy modositd
anyagokkal végzett farmakoldgiai vizsgalatok eredményeit értelmezik vagy extrapolaljak
emberi populdciora, mivel néhany ilyen vegyiilettel végzett vizsgalatot olyan fajokon végeztek,
amelyek crescendo Inaxessi profilt mutattak.

- A jelen eredmények alapjan a kutya kamrai szovetek vagy szivizomsejtek javasoltak a Ina kessi-
mal kdlcsonhatasba 1ép6 gyogyszerekkel végzett farmakologiai vizsgéalatokhoz.

-A legfontosabb eredményiink annak bizonyitdsa volt, hogy a kutyai szivizomsejtek viszonylag
jo modellként hasznalhatok a human Inakessi vizsgélatara - ellentétben az irodalomban kordbban
lek6zolt mas emldsokbdl, koztiik a tengerimalacbol, nytlbol és sertésbdl szadrmazod
szivizomsejtekkel.

- Azt is elsOként feltartuk, hogy miért ndvekszik a tengerimalac Inaksssi az AP plato alatt, mig
a kutya és a human Inaxessi csokken az AP id6beli lefolyasa alatt.

- Jelen vizsgalatok tovabbi fontos eredménye az volt, hogy kimutattuk, hogy a kutyasejtekben
APVC korilmények kozott rogzitett ATX-11-indukalt d&ram profilja jelentdsen eltér a nativ
kutyai Inaxessi alakjatol.

- Az ATX-ll-indukalt 4ram a kutya és tengerimalac fajokban ,.crescendo” profilt mutatott
(hasonldan a tengerimalac-, nyul- és sertés-szivizomsejtek nativ Inakessi-dhoz) , de eltért a
kutyai szivizomsejtekbol rogzitett nativ Inakessi-t0l. Ez Osszefiigghet azzal a jol ismert ténnyel,
hogy az ATX-II lassitja a Nay-k inaktivaciojat.

- Megallapitottuk, hogy a Inakessi szelektiv blokkolojanak tartott GS967 a Inakorai-ot 1s gatolja.
Ez a gétlas hasonl6 a mexiletinéhez, de nagyobb hatékonysagu.

-El8sz6r bizonyitottuk, hogy a GS967  a mexiletinhez hasonléan  gatolta a Na-aram korai
¢s késo6i komponensét, tovabba csokkentette az APD révidtavh variabilitasat.

- Kijelenthetd, hogy a Inakessi gatldsa nem valdsithaté meg a Inakorai-t0l teljesen fiiggetleniil.

- Nem kiilonbozik lényegesen a szelektivnek mondott Inakessi gatloszerek, illetve az ,,altalanos™
I/B osztalyu Nay gatloszerek esetén leirt frekvenciafiiggd Inaksssi gatlas.
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Osszefoglalas

Régota ismert, hogy a Inakessi hozzajarul az AP platdjanak kialakuldsahoz, ezért az
utobbi idében egyre tobb kutatas célozza meg az dram antiaritmias gyogyszerekkel vagy
gyogyszerjelolt vegyiiletekkel torténd moduldlasat. Ennek az aramnak szdmos aspektusa
azonban még mindig kevéssé ismert. A jelen munka egyik célja a Inakessi valodi profiljanak
vizsgalata és Osszehasonlitdsa volt kutya, tengerimalac és nem beteg emberi
szivizomsejtekben. A Inakessi-Ot  tetrodotoxin-érzékeny aramként definialtuk, APVC
koriilmények kozott rogzitettiik, parancsjelként kanonikus- vagy sajat AP-okat hasznalva.
APVC koriilmények kozott a kutya- és human Inaxessi amplitiddja monoton csokkent a platod
fazis alatt (decrescendo profil), ellentétben a tengerimalacéval, ahol az amplitadé névekedését
észleltiik (crescendo profil). A kutya Inakessi decrescendo-profiljat nem lehetett crescendo-
morfologiava alakitani rampaszert parancsfesziiltségek vagy tengerimalac szivizomsejtekbol
rogzitett parancs akcids potencidlok alkalmazasaval. A tobbsejtli kamrai preparatumokbol
hegyes mikroelektrodaval rogzitett AP-ok tetrodotoxin hatasara lerovidiiltek, amely hatas az
emberi prepardtumokban volt a legnagyobb, mig a kutyaban kisebb, és a tengerimalac
preparatumokban a legkisebb. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Inakessi viselkedésében
jelentds fajok kozotti kiillonbségek vannak. Jelenleg tigy véljiik, hogy a kutya szivizomsejtek
jelentik a human kamrai szivizomsejtek legjobb modelljét a Inaxessi tulajdonsagai tekintetében.

A jelen munka masik célja a GS967 Inakessi-ra €s az AP morfoldgiara gyakorolt hatdsanak
vizsgalata volt kutya kamrai szivizomsejtekben APVC ¢és hegyes mikroelektrodas technika
alkalmazaséaval. A GS967 (1 uM) hatasat az I/B osztalyl antiaritmids vegyiilet, a mexiletin (40
uM) hatasadval hasonlitottuk Ossze. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a GS967
elektrofiziologiai hatasai hasonldoak a mexiletin hatdsaihoz. Ezen kiviil a beat-to-beat
variabilitast mind a GS967, mind a mexiletin szignifikansan csokkentette.

Ezen eredményeket figyelembe kell venni a Inaksssi-mal végzett farmakoldgiai
vizsgalatok értelmezésekor és az emberre torténd extrapolalaskor. Ennek megfeleléen kutya
kamrai szovetek vagy szivizomsejtek javasoltak a Inakessi gatlokkal vagy modositokkal végzett
farmakologiai vizsgalatokhoz. A jelenlegi adatok human akcids potencidl modellekbe torténd
beépitése a Inaksssi akcids potencidl morfoldgiaban, aritmogenezisben ¢€s intracellularis
kalciumdinamikaban betoltott szerepének jobb megértését eredményezhetik.

A késoéi natriumaram jelentds szerepet jatszik a sziv elektromos ¢és mechanikai
miikodésében. A késdi natriumaram orvosi relevancidja szamos sziv- €s érrendszeri betegség
szivritmuszavarok a prolongalt akcios potencidlok és a triggerelt aktivitds vonatkozéasaban.
Megemlithetjiik a szivelégtelenségben betoltott szerepét a kalcium tulterhelés és az
energiafogyasztas kapcsan (az ionegyensuly fenntartdsdhoz tobb ATP sziikséges). Fontos szot
ejteni az iszkémias szivbetegségekben fellépd iszkémids reperfuzids karosodasrdl is. Jelenleg
a ranolazinon kiviil mas szer nem hasznalhat6 a klinikai gyakorlatban, igy tovabbi kutatasok
folynak annak érdekében, hogy 1) gyogyszereket fejlesszenek ki, amelyek célzottan csokkentik
a késo1 natriumaramot, javitva a kiilonbozo szivbetegségek progndzisat. Ennek megfeleléen a
késbi natriumaram gatlasa igéretes terapias stratégia lehet ezen allapotok kezelésében.
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