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1. Bevezetés

1.1 Absztrakt

A fesziiltségfliggd natriumcsatornak (Nay) kulcsszerepet jatszanak a szivizomsejtek
aktivalodasaban és az elektromos jelek szivizmon beliili terjedésében. A kamrai szivizomsejtek
Nav-1 hozzak 1étre az akcios potencial (AP) felszallo szarat (1). A membranpotencial és a Nay-
k kozotti pozitiv visszacsatolas néhany milliszekundumon beliil a csatornak zart allapotbol
nyitott allapotba vald jutasat eredményezi, amelyet gyors inaktivacidé koévet. Ennek
koszonhetden 3-5 milliszekundummal az AP felszallo szaranak kialakulasa utan a Nay-k 99 %-
a inaktivalddott, nem vezetd allapotba keriil (2). Az aramnak ezt a keskeny kiugrasat korai
natriumaramnak (Inakorai) nevezziik. Ennek ellenére a csatornak egy kis hanyada nem
inaktivalodik, és az AP platé fazisa alatt tartos dramot tart fenn, amelyet kés6éi natriumaramnak
(INaxessi) neveziink (3). Még most sem ismerjiik pontosan a nem inaktivaloédott csatornak
mikodésének pontos részleteit és a szakirodalomban pedig a jelenség magyarazatara tobbféle
mechanizmust javasolnak.

A Inakessi kis amplitadoju, de a teljes plato fazis alatt folyik, igy befolyasolja a sziv AP-o0k
repolarizaciojat, tovabba részt vesz a szivizomsejtek natrium és kalcium homeosztazisaban is.
Egyre novekvd mennyiségli adat bizonyitja azt, hogy a megndvekedett Inakessi jelentds
patofiziologiai szereppel bir tobb szerzett szivizombetegségben, példaul a szivizomzat
iszkémiajaban (4) vagy a szivelégtelenségben (SZE) is (5,6). A megnovekedett Inakessi
megnyujtja a repolarizacidt és megnoveli a szivizomsejtek intracellularis natriumion
kontraktilitasat (8), és karosithatja a szivizomsejt energiahaztartasat is (9).

A Inaksssi-ra vonatkozo jelenlegi ismereteink tobbnyire az egyszeriisitett koriilmények
kozott nyert fesziiltség-clamp adatokon nyugszanak. Az igy nyert eredményeket a korabbi
tanulmanyok soran modellszimulacidkban hasznaltak a Inaxsssi AP alatti dinamikus profiljanak
rekonstrudlasara azzal a céllal, hogy megértsék szerepét az AP kialakitdsdban. Bar e
megkozelités is értékes ismeretekkel jarult hozza a Inakessi tanulmanyozasahoz, ez 6nmagaban
nem alkalmas a Inakessi fiziologias koriilmények kozotti tulajdonsagainak vizsgalatara. A f6 ok
a Nav-k kiilonleges biofizikai jellemzdje, az igynevezett nem egyensulyi kapuzas (10).



1.2. A fesziiltségfiiggo natriumcsatorndk

A szakirodalomban kozolt kiilonb6zo Inaxessi profilok ravilagitanak a Nay-k kapuzéasanak
bonyolultsagara. Eddigi ismereteink szerint a Inakorai-Ot dontden az Nayl.5 alakitja ki (11).
Mivel az AP soran a membranpotencidl dinamikus valtozasai jelentésen befolyésoljak a
Inakessi-ot, sziikségesnek lattuk, hogy az aramot kozvetleniil rogzitsiik AP fesziiltség-clamp
(APVC) koriilmények kozott (12), melyet a disszertacio 4. fejezetében részletesen targyalok.

A Nay-16l tovabba ismert, hogy a Ca?*, a kalmodulin (CaM) és a Ca®'/CaM-fiiggd
proteinkinaz II (CaMKII) altal is szabalyozott; ¢ molekulak mindegyike kiilon-kiilon ¢és
egyiittesen is modulalja a Inakessi -0t (13,14). Az emlitett komplex szabalyozas egyes elemeit
feltar6 korabbi tanulmanyok ellentmondésos eredményekrdl szamoltak be. Egyes eredmények
alapjan azt feltételezték, hogy a Ca?* a C-terminusban 1év6 EF-kéz motivumhoz vald kozvetlen
kotédéssel modulalja a Na* dramot (15), &m tovabbi tanulmanyok bizonyitékokat szolgaltattak
ez ellen az elképzelés ellen (16). A jelenlegi konszenzus szerint a Ca?*-CaM-CaMKII jelatvitel
megnoveli 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 meghatdrozdsat az AP alatt. Korabbi
vizsgalatokban hagyomanyos fesziiltség-clamp modszert hasznaltak négyszog alak impulzus
protokollokkal, azonban a Nay nem egyenstlyi kapuzasat nem vizsgaltak ezekben a
kisérletekben.(17)

A Nay-ra hatd, Vaughan-Williams osztalyozasban az 1. osztidlyba sorolt antiaritmias
gyogyszerek koziil tobb a Inakessi-Ot is gatolja a fesziiltségfiiggd natriumaram korai
komponense (Inakorai) Mellett (18-23). Ez utdbbi hatasrdl sokaig ugy vélték, hogy fokozza a
ritmuszavarok kockazatat és kovetkezésképpen a hirtelen szivhalal eléfordulasat (24). Ezen
irodalmi adatok alapjan egy Inaxessi szelektiv gatlasara szolgalo szer felkutatasa jo fejlesztési
irany lehet (25-29). 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 kiilondsen szelektiv jeloltnek bizonyult (26).

Azt 1s kimutattdk, hogy az egyes szivizom preparatumok elektrofiziologiai
tulajdonsagaiban jelentds fajok kozotti eltérések vannak (30). Mind a jelen munkaban
bemutatott, mind korabban kozo6lt adatok alapjan a kutya kamrai szivizomsejtek a human
kamrai sejtek viszonylag jo modelljének tekinthetdek bizonyos ionaramok tekintetében (31—
36).

A Na' aram viselkedése idében 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 csucs (Inakorai) azonban gyorsan inaktivalodik, ami
a Inakorai gyors lecsengését okozza (37,38). Bizonyos korilmények kozott a Nay-k
visszatérhetnek az inaktivaciobol és tijra megnyilhatnak az AP platofazisa alatt (39), ami
tovabbi depolarizald Na* bearamlast eredményez, amit késdi Na™ dramnak (Inakessi) neveziink.
Mivel a Inakorai noveli az intracellularis Na*-koncentraciot ([Na*]i) az AP felszallo szaranal,
ezért a Na'/Ca?*-cseremechanizmus (NCX) atvalt reverz iizemmodba, és az intracellularis
Ca?*-terhelés rovasara eltavolitja a Na*-t a sejtbdl. Ez a reverz lizemmod csak nagyon rdvid
ideig all fenn, és a NCX az AP fennmaradé részében ,,forward” tizemmodban mikodik, ami
leggyakrabban szarkolemmalis Ca?* extruziot 0koz (40,41). A Inakessi egy apro, de tartds befelé
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iranyul6 aram, amely egészséges szivizomsejtekben sokkal kisebb amplitid6ji, mint a Ina korai.
Bizonyos patofiziologiai koriilmények kozott azonban a Inakessi Sokkal nagyobb lehet, és Na*
vagy Ca?" tulterhelést okozhat, ami szivritmuszavarok kialakulasdhoz vezethet (1. abra).

a Fiziologias Patologias

I

Na.késoi

30 mV
-120 mvl |
L

Na.korai

-120 m\.-"l |

Na.korai

L

1. abra: A fiziologias és a patologias |naiessi 0sszehasonlitasa kamrai szivizomsejtekben.

a panel: Egész séges és beteg kutya szivbdl régzitett kamrai akcios potencial gorbék. A beteg
sziv esetében a \ngkéssi megnovekedett, ami hosszabb akcios potencialhoz vezet. A szaggatott
vonal a kontroll akcios potencialt mutatja. b _panel: A ndtriumdram reprezentativ
elektrofiziologiai felvételei egészséges és beteg szivizomsejtekben. Kékkel a fesziiltségfiiggd
ndtriumdram korai komponensét (Inakorai), mig pirossal az dram tartos, késéi komponensét
(INa,kes6i) jeloltiik.

1.3. A fesziiltségfiiggo natriumcsatornak szerkezete

A Nav-k egy nagy porusképzo pszeudotetramer a alegységbdl, jarulékos P alegységekbdl és
allvanyfehérjékbol allnak (2. abra a panel). Eddig 9 kiilonb6z6 o alegységet azonositottak
(Navl.l, Navl.2, Nav1.3, Na,1.4, Na,/1.5, Nay1.6, Nayl.7, Nay1.8, Navl.g), am9|yeket 9
kiilonboz6 gén (SCN1A, SCN2A, SCN3A, SCN4A, SCN5A, SCN8A, SCNIA, SCNI10A,
SCN11A) kodol. Amint olvashatjuk, a felsorolasbdl hidnyzik az SCN6A és az SCN7A. Ennek
az az oka, hogy az SCN6A elnevezést mar nem hasznaljuk, mivel ezt a gént korabban
ortolognak talaltak az egér SCN7A génnel (42). Az SCN7A gént pedig Nax-nek nevezik a
szakirodalomban, mivel nem fesziiltségfiiggd. Ez egy atipikus, nem inaktivalodo
natriumcsatorna, amelynek expresszidja a szenzoros cirkumventrikularis szervekben



elengedhetetlen a test folyadékhaztartasanak fenntartasahoz (43). Az Nax-et homeosztatikus
effektor neuronokban is kimutattdk, példdul a vazopresszint kibocsatdé magnocelluléris
neuroszekretoros sejtekben, amelyek hipertonia és hipernatrémia hatasara vazopresszint
valasztanak ki a véraramba és fontos szerepet toltenek be az ozmoregulacioban (44).

Az Gsszes izoforma koziil a Nayl.5-6t tartjak a dominans sziv izoformanak (45,46). A
Nav1.5 viszonylag érzéketlen a tetrodotoxinnal (TTX) szemben (45,47-49), amely tulajdonsag
még a késdbbiekben szerephez jut a disszertacioban. Ugyanakkor mas TTX-érzékeny altipusok
(aNavl.1, Nay1.2, Nayl1.3, Nay1.4, Nay1.6 és Nay1.8) kifejez6désérdl is beszamoltak a szivben
(4,50-53). A 6 lehetséges B alegységet (B1, B1A, B1B, B2, B3, p4) négy gén (SCN1B, SCN2B,
SCN3B, SCN4B) kédolja (54-57). Az a alegység 6nmagaban elegendé a funkcionalis csatorna
kialakitasahoz; a kiegészité P alegységek azonban sziikségesek a szabalyos csatorna Kinetika
kialakitasahoz és a sejtfelszini expressziohoz (55). A B alegységek modulaljak a sejtfelszinen
elérhetd csatornak szamat és szerepet jatszanak a cstcsaramsiiriiség szabalyozasaban (55).
Tovabba a [ alegységek a fesziiltségtartomany megvaltoztatasaval szabalyozzdk az
aktivalodast, az inaktivaciot és az inaktivaciobol valo visszatérést (58,59).

A Nay a alegységei kortilbeliil 2000 aminosavbol allnak és négy domént (DI-DII-DII-DIII-
DIV) alkotnak (2. abra a és b panel). Mindegyik domén hat transzmembran szegmensbdl (S1-
S6) all. Az 1-4. szegmensek (S1-S4) a csatorna fesziiltségérzékel6 doménjeként mitkodnek. Ez
a domén érzékeli a membran depolarizaciojat, ami a csatorna aktivalodasahoz vezet. Az S1-S4
egy intracellularis csatlakozon keresztiil kapcsolodik a csatorna porusképzé doménjéhez, az
S5-S6-hoz (2. abra c panel). A szelektivitasi szlir6 szintén a pérusdoménben helyezkedik el.
Ez a nyitott porus legsziikebb része, amelyet az athaladd ionnal specifikusan kdlcsonhatasba
1ép6  fehérje-ligandumok bélelnek. Kulcsszerepet jatszik a csatorna szelektivitdsanak
szabalyozasaban, mivel szerkezetének/Osszetételének megvaltoztatasa a szelektivitas jelentds
vagy teljes elvesztését eredményezi. Krisztallografias, mutagenezis és csatorna-blokkolod
kotoédésvizsgalatokkal feltartak szamos natriumcsatorna szelektivitasi sziir6 oligomer
szerkezetét, Osszetételét és porusméretét (60,61). A csatorna szelektivitasi sziir6jét a négy
domén S5 és S6 szegmensei kozotti porushurkok egytittesen alakitjdk ki, az 6sszes domén
hozzajarul aminosav oldallanccal a DEKA szekvencidju szlir0hoz. A porus tobbi részét az S6
szegmensek veszik koriil, és ezek alakitjak ki a porus intracellularis oldalan az aktivacios kaput
(60).

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 aktivalodasi kapu és a Nay gyors
megnyilasdhoz vezet (62). Ennek hatasara a csatornan Na*-ok aramlanak keresztiil, mely a
szivizomsejt membranjanak tovabbi depolarizaciojat okozza, 1étrehozva az AP felszallo szarat.
Néhany milliszekundummal kés6bb az inaktivacios kapu lezarja a csatorna porusdoménjét, igy
nem vezet6 allapotot eredményez, a csatorna tehat gyorsan inaktivalodik (63,64).

A homoldg domének intracellularis doménkozi hurkokkal (IDI/II, IDII/IIT és IDII/TV)
kapcsolodnak egymashoz. Az inaktivacios kaput a legkisebb intracellularis interdomén hurok
(IDHI/1V) alkotja, mely ,,fedéként” funkcional. Inaktivaciokor lezarja a porust, ahogy ezt az a
korabbi kutatasok soran mar leirtak (65-69). Ezt a gyors inaktivaciot a harom aminosavbdl allo
IFM motivum hozza létre a porus intracellularis oldalahoz beko6tddve és elzarva az ionaramlas
utjat (67).
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A csatorna gyors inaktivacioja megakadalyozza a tulzott depolarizaciot, és hozzajarul a
repolarizaciohoz. Egyes szerzOk szerint az inaktivacios kapu molekularis komplexként alakul
ki és stabilizalodik, amelyet az IDIII/IV ¢és az a alegység C-terminalisanal elhelyezkedd hurok
egyiittesen alkot (70). Az AP repolarizacidja soran a Nay fokozatosan visszatérnek az
inaktivalodott allapotukbol, készen arra, hogy Gjra aktivalodjanak (71).

a

extracellularis

o alegység

extracellularis

intracellularis intracellularis nézet

2. dbra: A sziv Nay1.5 szerkezete. a panel: 4 sziv Nay izoformdjanak alfa és béta alegységei.
Ezen az dbran lathato az alfa alegység négy doménje (DI-DIV) és az egyes domének hat
transzmembran szegmense (SI1-S6), valamint a segéd béta alegységek. A sziirke zona a
porusképzé domént mutatja. Pirossal a DIII és a DIV kézotti inaktivacios kapu (IDI/IV)
lathato. b panel: 4 patkdany Navl.5 a alegység krio-EM szerkezetének oldalsé nézete, ahol a
doméneket kiilonbozo szinekkel jeloltiik. A csatorna Protein Adat Bankban (PDB) szereplo
azonosito kédja:. 6UZ3 (60) Az adatbdzisban szerepld hdaromdimenzios strukturat PyMol
szoftverrel wjra generdltuk. ¢ panel: A patkdiny Navl.5 o alegység krio-EM szerkezetének a
felso (intracellularis) nézete.

Szivizomsejtekben a nagyobb Inakessi akadalyozza a repolarizaciot és nagyobb natrium
belépést okoz, igy noveli az intracellularis natriumion koncentraciot ([Na'*];). A megnovekedett
[Na']i viszont nagyobb intracellularis kalciumion koncentraciéhoz ([Ca®']i) vezet. Ezek a
tényezOk egyiittesen kontraktilis diszfunkciot (8), zavart szivizom-energetikat (9) és
szivritmuszavarokat (7) okozhatnak.
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2. lrodalmi attekintés

2.1. A | Nakesi elektrofiziologiai azonositisa

Az eml6sok szivizomsejtjei a Nay izoformak széles skalajat expresszaljak, amelyek
egységnyi vezetdképességben, fesziiltségérzékenységben, kinetikdban és
gyogyszerérzékenységben is kiilonbdznek. A szivizomzatban a pérusképzé alegység dominans
izoformaja a Nay1.5, amely viszonylag érzéketlen a tetrodotoxin (TTX) hatasara (45,47). A
TTX-érzékeny (,,nem sziv eredetii”) Nay-k (Nayl1l.1, Nay1.2, Nay1.3, Nay1.4 és Nay1.6) koziil
tobbrol is kimutattak, hogy a szivizomzatban is jelen van (49-53). A sinuscsomd sejtjeiben az
Nay1.5 mellett az Nay1.1 fejez6dik ki a mérheté mennyiségben. Az Nay1.5 tobbnyire a nagyobb
sejtekben és azok periféridjan helyezkedik el, ezzel szemben az Nay1.1 eloszlasa egyenletes a
sejten beliil és a kisebb sejtekben is megtalalhato (72). A porusképzd alegység mellett négy
jarulékos alegység (B1, 32, B3 és 4) és bizonyos allvanyfehérjék (scaffold) is részt vesznek a
teljes komplex felépitésében, amely ezaltal a citoszkeletonhoz is képes kotédni. Ezek a
molekuldk kolcsonhatasba 1éphetnek egymadssal, és modosithatjdk a tényleges csatorna
kinetikajat és fesziiltségfliggését (73).

A késébbiekben (2.3-2.6. fejezet) targyalt mechanizmusok hozzajarulhatnak a Inakessi AP
alatti profiljahoz. E mechanizmusok jobb megértése hasznos lehet a Inaksssi csatornat célzé 1j
antiaritmids terapias stratégidk kifejlesztésében.

2.2. A Késdi natriumdram tulajdonsdagai

A Inakessi altalaban egy kicsi, de perzisztens aram (1. dbra). A sziv AP platéfazisaban aktiv,
ez€rt az aram jelentds szerepet jatszhat az AP id6tartaméanak és alakjanak (1. dbra b panel)
meghatarozasaban (3,74,75). Ennek az ellentmondasnak (azaz, hogy egy apr6 aram nagy hatast
gyakorol az AP-ra) egyik lehetséges magyarazatat a nett6 membranaram adja. Az AP plato
fazisaban a sejtmembran impedancidja magas (76), ¢s Ohm torvénye szerint ebben a
szakaszban a nett6 membranaram kis valtozasai viszonylag nagy valtozasokat eredményeznek
a membranpotencidlban és ennek kovetkeztében az AP id6tartamaban (APD) is (77,78).

A Nay1.5 harom kiilonb6z6 kapuzasi modjat irtak le (3. abra) kamrai szivizomsejtekben
(79). A tranziens mod (TM) a Inakorai f6 kapuzasi modja. A burst mod (BM) és a kés6i elszort
mod (LSM) felelds a Inakessi-€rt; azonban a BM nyitasok szama gyorsan lecsokken, igy a LSM
lesz a Inakessi fO kapuzasi modja a platod fazis alatt. A kiilonb6z6 kapuzasi modokat a 2.3.
fejezetben részletesen is targyaljuk. Ezenkiviil egyes szerzok tobb inaktivacios folyamatot
javasoltak, amelyek mindegyike az APD-t, a Nav egyensulyi inaktivacio fesziiltségfiiggését és
a sejt natrium aramlasi mérlegét szabalyozza (80). A gyors inaktivacio csak az elsé
milliszekundumokban zajlik, és a csatorna negativ membranpotencialoknal kb. 5-10 ms alatt
helyreall. Ezt kdveti az intermedier inaktivacid, amely a gyors inaktivaciohoz képest lassabban
regeneralodik. A lasst inaktivacid a nyitott allapotbol tobb szdz milliszekundum alatt
kovetkezik be, majd ezutan az ultralasst inaktivacio masodpercekig is eltarthat (80,81).
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Az ,ablak natriumaram” a Nay jol ismert jelensége. Az allandosult allapota aktivalddasi és
inaktivacios gorbék kozotti atfedés (,,potencialok ablaka”) miatt a Nav-k egy része képes az
inaktivaciobol felépiilni és ujra megnyilni. Figyelembe véve azonban ennek az ablakaramnak
a fesziiltségtartomanyat, messze az AP fiziologids platdpotencidlja alatt van, igy nem
valoszinii, hogy jelentOs szerepet jatszik a Inakessi kialakitasaban (75,82-84). Az ablak
natriumaramrol részletesebben a 2.4. fejezetben tesziink emlitést.

A Inakessi 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 arrol szamoltak be korabban, hogy a Inakessi
aramstirlisége tengerimalac és nyul szivizomsejtekben hasonld mértékii a f6 repolarizalo K*—
aramokhoz (35,85). Nyulakban ezen kiviil nagyobb volt a Inakessi pitvari aramsiriisége,
Osszehasonlitva a kamrakban mért adatokkal (86).

A Inaessi forditott frekvenciafiiggo tulajdonsagokat mutat, azaz minél nagyobb az ingerlési
frekvencia (szivfrekvencia), annal kisebb az aramsiriiség (78,87,88). A korai és a késdi
komponenseknél azonban eltéré valtozasokat tapasztaltak a korabban elvégzett kisérletek
soran. A mérések alapjan a nagy frekvencian megfigyelhetd magasabb [Na]i—t elsdsorban a
korai komponens hatdrozza meg, mivel a Inakessi gyors ingerlés esetén lassan regeneralodik az
inaktivaciobol (89). Emellett magasabb frekvenciaknal az APD altalaban lerovidiil, igy
kevesebb id6 all rendelkezésre a Inakessi aktivalodasara. Ez az jelenti, hogy minél rovidebb az
APD, annal kisebb a Inakessi €s @ Na™ bearamlas. Ezzel szemben bradikardia sordan az APD
hosszabb ¢s ebben az esetben nagyobb révidtava beat-to-beat variabilitast (SV) mutat (90).
Ezekbdl az eredményekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a bradikardia (amely fokozott
Inakessi—mal jar egyiitt) er6sen proaritmias hatasu lehet (5,35,91). Mivel a szivfrekvencia és az
APD tekintetében jelentés fajok kozotti kiillonbségek vannak, a hosszi AP-lal rendelkez6
fajokban (pl. ember, kutya, tengerimalac) varhatéan nagyobb a Inakessi és @ Na*—bearamlas,
mint a rovidebb AP—lal rendelkez6 fajoknal (pl. patkany, egér).

2.3. A késdi natriumdaram kiilonbozo kapuzdsi modjai

Nyugalmi membranpotencialon (RMP) a Nay1.5-k tulnyomo tobbsége zart allapotban van.
Depolarizacié hatasara a Nayl.5-k 1-2 ms alatt megnyilnak, majd gyorsan inaktivaldédnak
(37,38). Ez az aram hozza 1étre a Inakorai-t €s az ingert nem kelté szivizomsejtek AP-janak
felszallo szarat. Tartés depolarizacid soran a Nayl.5 ioncsatornak kis valdsziniiséggel tjra
megnyilhatnak. Kamrai szivizomsejtekben a Nay1.5 aktivalodasnak harom moédjat jellemezték
egycsatornas kisérletekben, melyek a TM, a BM és a LSM. A Ina korai foként a TM aktivalodas
eredménye, mig a BM és a LSM a tart6s natriumaramért, a Inakessi—ért felelds (3. abra a panel).
A tartés dramkomponens nagysdga a depolarizalé impulzus kezdete utdn 50 ms—mal mért
INakorai—Nak csak kb. 0,5-1%-a (79), ahogyan ezt a 3. abra b paneljénél is lathatjuk. A tartds
depolarizaci6 soran a BM megnyilasok gyorsan csokkennek az els6 néhany tiz
milliszekundumban, igy a platofazis vége felé az LSM lesz a 6 kapuzdsi mod, amely
elsdsorban a Inaxessi—€rt felelds, ahogy ezt a 3. dbra a paneljének 3. soraban is lathatjuk.

A csatornafehérje mutacioi és bizonyos betegségek megvaltoztathatjak a kiillonb6z6 Nay1.5
aktivalodasi mintazatok hozzajarulasat a makroszkopikus aramhoz, igy novelve a Inaxéssi-Ot
(52,91-99). Ezt az 1. abra B paneljén szemléltettiik. Ugy tiinik, hogy minden egyes kapuzasi
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mod kiilon gyodgyszerérzékenységgel és gyogyszeraffinitassal is rendelkezik (100-102). A
gyors disszociacids kinetikaju gyogyszerek (példaul a lidokain) hatékonyak lesznek a korai
extraszisztolék ellen és dontéen a tranziens kapuzasi modnal hatnak. Ezzel szemben a lasst
disszociacids kinetikdju gyogyszerek (példaul a flekainid) a diasztolé végén is jelentdsen
gatolnak. Ez az elhuzodo gatlas a szivfrekvencia novekedésével fokozodik, mely kisebb
mértékben a burst modot és jelentdsebb mértékben a késoi elszort modot befolyasolja (101).

Ennek alapjan bizonyos kapuzdsi modok szelektiv farmakologiai célzasa potencidlis
antiaritmias vagy kardioprotektiv hatassal birhat (102-104). A Inakessi valodi kapuzasi
mechanizmuséanak jellemzése szintén kozelebb vihet egy hatékonyabb terapias protokoll
kialakitdsahoz.

a tranziens mod
C |“|'||||“
(0]
burst mod
o
késoi elszort mod
O |

|Na,korai

3. dbra: A Inakorai €S INakessi—Ot meghatarozo kiilonbozé kapuzdsi modok. a panel: A hdrom
Nav!.5 kapuzasi mod sematikus dbrazoldsa. A Inakorai—Ot @ TM hatdrozza meg dontéen. A burst
mod és a késdi elszort mod egyiittesen felelds a Ingiessi-ért, azonban a késdéi szort mod a f6
| Na,késsi-Ot kialakito kapuzasi mod. C a zart (closed) és O a nyitott (opened) dllapotot szemlélteti.
b panel: A Ina reprezentativ elektrofiziologiai felvétele. A Kék jelolés a korai ndtriumdram
csucskomponensét (Inakorai) mutatjia, mig a piros az dram tartos, késéi ndtriumaram
komponensét mutatja (Inaiéssi)-
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2.4. Az ,,ablak ndatriumdram”

Ahogy ezt a 2.2. fejezetben mar emlitettiik, a legtobb Nay allandosult allapota
aktivalodasanak és inaktivaciojanak fesziiltségfliggése atfedésben van egymassal (39). Ez az
atfedés egy olyan fesziiltségtartomanyt (,,ablakot™) biztosit, ahol az inaktivalodott Na,—k
képesek az inaktivaciobol kilépni, majd esetleg Ujra kinyilni. Amikor a tényleges
membranpotencial ebbe az atfedési ,,ablakba” esik, akkor tartds aram keletkezik. Fiziologias
korilmények kozott ez az ablak natriumaram valoszinlleg korlatozott szerepet jatszik a
Inakessi-ban, mivel a Nayl.5 fesziiltségablaka -70 mV koriil van, ami elég messze esik az AP
platonal észlelt fesziiltség értékekt6l. Réaadasul az ablak fesziiltségtartomanyban az
aramsiirliség kevesebb, mint 5%-a az egészséges szivizomsejtekben mért maximalis
aramsirtségnek (75,82,83). Ebbdl kovetkezik, hogy az ablak natriumaram valdsziniileg nem a
Inakessi fO meghatarozdja az egészséges szivizomsejtekben. Azonban a megvaltozott
szabalyozas bizonyos betegségekben (a 2.15. fejezetben errdl részletesebben is emlitést teszek)
vagy az egyes csatornafehérjék mutacioi eltolhatjak a Nav—k egyensulyi aktivacio és
inaktivacio fesziiltségfliggését, ezaltal jelentdsen modositva ezt a fesziiltségablakot, igy
megnovelve a Inakessi-Ot ezen koros koriilmények kozott (105,106). A hossza QT szindroma
(LQTS) 3-as tipusanal eddig harom kiilonboz6 mutaciot azonositottak. Ezek kozé tartozik
harom aminosav delécidja (Lys-1505, Pro-1506 ¢és Glu-1507, AKPQ), valamint két
pontmutéacio, az N1325S (Asp-1325 Szerinné alakul) és az R1644H (Arg-1644 Hisztidinné
alakul) is (107,108).

2.5.,,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 leirtak, hogy a
membranpotencidl valtozdsok elézménye moduldlja a Nay kapuzasi allapotok kozotti
atmeneteket, amit ,,nem egyenstlyi kapuzasnak” neveztek el (10). Ennek eredményeképpen az
inaktivaciobol vald visszatérést is a fesziiltségvaltozas dinamikdja modulalja. Az elméletet
kisérleti adatok tdmasztjak ald, amelyek azt mutatjak, hogy a repolarizal6 fesziiltség rampak
vagy AP alaku fesziiltség parancsok alkalmazasa nagyobb Inaessi-t idéz elé a hagyomanyos
négyszdg alakil impulzusokhoz vagy olyan modellszimulaciokhoz képest, ahol a nem
egyensulyi kapuzas nem része a numerikus modellnek (35).

2.6. Egyéb tipusu ndtriumcsatorna izoformak a szivben

Ahogyan ez ismeretes az epilepszia (109,110) és bizonyos vazizombetegségek (111,112)
koros EKG-felvételekkel tarsulhatnak. Ezen vizsgalatok alapjan felmeriilt a kérdés, hogy a nem
sziv eredetii Nay mutaciok okozhatnak-e elektromos elvaltozasokat a szivben. A feltételezések
alapjan kés6bb a Nay1.1, Nay1.2, Nay1.3, Nay1.4, Nay1.6 és Nay1.8 izoformakat is azonositottak
a szivizomszovetben (49-52,113). Biet és munkatarsai eredményei alapjan a Inakessi akar 44%-
at is a nem sziveredetii Nay-k adjak a kutya kamrai szivizomsejtekben (51). Tovabba Yang és
munkatarsai kimutattak, hogy egerekben és nytlban a TTX-rezisztens Nay1.8 alkotja a Inakessi
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jelentds részét (50). E kisérleti adatok alapjan az izoforma specifikus Nay modulatorok jo
megkozelitést jelenthetnek a késdbbiekben az antiaritmids terapia soran.

2.1. A késoi natriumaram szerepe a sziv fiziologidjaban

Mivel a sziv AP platofazisat kicsiny befelé és kifelé iranyuld aramok kozotti kényes
egyensuly alakitja ki, ezért az ezekben az &ramokban bekovetkezd enyhe valtozas is jelentdsen
megvaltoztathatja az AP idGtartamat (114). A Inakessi gatlasa jelentésen leroviditi a sziv AP-t
konduktiv rendszerben (74) és kamrai sejtekben is (3), ami arra utal, hogy a Inakessi jelentésen
hozzéjarul az AP id6tartamanak 1étrehozasaban.

A tartés natriumaram szintén fontos szerephez jut a szinuszcsomoéban talalhatd sejtek
elektrofiziologiai tulajdonsagainak kialakitasaban (48,72). Az 1 uM-nal alacsonyabb
koncentracioban alkalmazott tetrodotoxin csdkkenti a spontdn depolarizdcio sebességét a
szinoatrialis sejtekben (115), ami egyértelmiien jelzi, hogy a TTX-érzékeny Nay1.1 izoforma
is hozzédjarul a sziv ingerképzéséhez, azonban ezzel kapcsolatos szazalékos eloszlast a
szakirodalomban eddig nem talaltunk.

A gyors valasz idejii AP-lal rendelkez6 szivizomsejtek k6zott a sziv Purkinje sejtjeinek van
a legnagyobb AP id6tartam (APD) frekvenciafiiggése. A Purkinje sejtek AP-ja alacsonyabb
stimulacids frekvencian hosszabb, mig magasabb frekvencian rovidebb, mint a kamrai sejtek
AP-ja, amely tulajdonsaghoz a Inaxsssi IS hozzajarul. Ennek eredményeként a Purkinje sejtek
Inaxessi értéke alacsony szivirekvencian jelentdsen nagyobb, mig magas szivfrekvencidn kisebb
a kamrai sejtekhez képest. Ez az egyediilallo tulajdonsag hajlamositja a Purkinje sejteket arra,
hogy triggerként szolgaljanak az aritmiak generalasaban (116).

A Inaksssi szerepet jatszik a pitvari AP kialakitasaban is (86,117). A Inakessi varhatdan
nagyobb a pitvarokban, mint a kamrakban, mivel a Inakorai aramsiiriisége nagyobb a pitvari
sejtekben hasonl6 koriilmények kozott, ami arra utal, hogy a pitvari sejtekben nagyobb a Nay-
k expresszidja (118,119). Masrészt a pitvari sejtekben az Osszességében pozitivabb
membranpotencidl és a natriumaram negativabb allanddsult inaktivacids fesziiltsége csokkenti
a Nay-k elérhetdségét (120). Luo és munkatarsai egyik kisérletsorozataban a maximalis Inakéssi
aramslirliség nagyobbnak bizonyult a nyul bal pitvari szivizom sejtjeiben, mint a kamrai
sejtekben (86). Egy masik vizsgalatban ezzel szemben a két sejttipus hasonldan viselkedett
(117,121), tehat nincs egyértelmii magyarazat ebben a kérdéskorben.

2.8. A N kessi SZETEPE a szivizomsejtek ndtrium-homeosztazisaban

A [Na']i-t a sejtbe bearamld Na* és az intersticialis térbe tdvozé Na* dinamikus egyensulya
hatarozza meg. Az ingert nem kelt6 kamrai szivizomsejtek [Na*]i értéke 4-8 mM Kkoriil van
tengerimalacban, nytlban és kutydban; patkanyban és egérben pedig koriilbeliil kétszer ilyen
magas (9-14 mM) ez az érték (122). Az ingert nem Kelt emberi szivizomsejtekben a [Na'];
feltehetéen 4-10 mM tartomanyban van.

A Na* a Nay,—kon, a NCX-on és a Na*/H"—cseremechanizmuson (NHE) keresztiil 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 moéda NCX is felelés a mérsékelt Na™ kiaramlasért.
Tovabba a Na*/HCOskotranszport, a Na'/Mg?* cseremechanizmus és a Na'/K*/2Cl-
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kotranszport is kis mértékben szerepet jatszhat a szivizomsejtek natrium homeosztazisaban
(122). Ezen kiviil azt is meg kell emliteni, hogy a citoszol és az intracellularis sejtszervecskék
kozotti Na™ koncentraciok folyamatosan egyensulyban vannak.

Ingerlés hatdsara a [Na']i egyenesen ardnyosan emelkedik az ingerlési frekvencia
novelésével, amit a Nay—on és az NCX-on keresztiil torténé nagyobb Na* bearamlas okoz. Az
ingerelt szivizomsejtekben koriilbeliil 25 %-a Nay—on keresztiil torténd Na* bejutas (122). A
Nav—on keresztiil torténd Na" bearamlas koriilbeliil egyenld mértékben Inakorai €S INaksssi KOzOtt
oszlik meg (39,122-124), azonban ez az closzlas fligg a szivfrekvenciatol (részletesebben a
2.9.3. fejezetben teszek errél emlitést). A nagyobb Na* bearamlas az ingerelt sejtekbe
egyidejlileg egy megnovekedett kiaramlassal jar egyiitt az NKP fokozott miikdésén keresztiil.
Ezt foéként a megnovekedett [Na']i okozza, de nitrogén—oxid—, és foszfolemman—fiiggd
mechanizmusok is hozzajarulhatnak ehhez a hatashoz (122).

2.9. ANa" és a Ca?* homeosztizis kapcsolata a szivizomsejtekben

2.9.1. ANa* és a Ca** homeosztdzis kozotti kozvetlen kapcsolat: a Na*/Ca?* -
cseremechanizmus

A NCX egy masodlagosan aktiv transzporter, amely 1 Ca?"—ot és 3 Na*—ot szallit egyszerre,
egymassal ellentétes iranyba (122,125,126). A NCX funkciojat a pillanatnyi
membréanfesziiltség, a Ca** és Na* elektrokémiai gradienseinek ereddje hatarozza meg.

A NCX {6 szerepe a Ca®* eltavolitasa a sejtekbdl a natriumgradiens formajaban jelenlévd
potencialis energia felhasznalasaval (,,forward mod”). E mod mellett az AP elsé néhany
milliszekundumaban a NCX a sejtb6l Na*—ot tavolit el (,,reverz mod”) és egydttal a citoszolba
Ca?"—ot juttat (127,128).

2.9.2. A lyasessi elésegiti a Ca?* bedramlast az L-tipusu kalcium csatorndn
keresztiil

Befelé iranyuld dram 1évén a Inaksssi depolarizalja a sejtmembrant, ami noveli a plato fazis
soran a membranpotencialt és hosszabb AP—t eredményez. Minél hosszabb 1d6t tlt a membran
depolarizalt 4allapotban, anndl nagyobb a valdszinlisége annak, hogy az L-tipust
kalciumcsatorndk ujra megnyilnak. Ez jol dokumentalhat6 az APVC technikaval, ahol lathato,
hogy az lcaL az AP egész platofazisa alatt folyik (129-132). Ebbdl az kovetkezik, hogy minél
hosszabb az AP, annal nagyobb a szivizomsejtbe torténd Ca®* belépés mértéke(133).
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2.9.3. A szivfrekvencia és az AP idotartama befolyasolja a Ing kessi—Ot

A szivfrekvencia befolyasolja a Inakessi nagysagat, mivel a Inakessi nagysaga is forditott
frekvenciafiiggé, mint a szivizomsejtek szamos mas elektrofizioldgiai jellemzdje (78). Ez azt
jelenti, hogy minél gyorsabb az ingerlés, annal kisebb a Inakessi aramsiiriisége (87,88). A
pulzusszam novekedésével azonban a Inakorai dramstriisége és az AP felszallo szara alatt
mérhetd maximalis depolarizacids sebesség (Vmax; @ INakorai altal meghatarozott AP paraméter)
nem csokken olyan mértékben (88). Ennek az az oka, hogy a Inakessi inaktivacid utani
visszatérése sokkal lassabb, mint a Inakorai-€¢ (89). A két natriumaram komponensnek ez a
jellemzdje azt is eredményezi, hogy nagyobb szivfrekvencian a Inakessi kisebb mértékben jarul
hozza a teljes Na*-bearamlashoz. Ilyen koriilmények kozott a gyakrabban kivaltott AP-ok miatt
a Na* bejutds nagyobb része torténik a Inakorai-n Keresztiil, és a nagyon lassi Inakessi
helyreallitasi kinetika miatt csokken a Inakessi aramstirtisége. Ezenkiviil az AP hosszanak
frekvenciafliggd valtozasai is befolyasoljak a Na* bearamlast. Magas szivfrekvencian az AP-
ok rovidebbek, ezért a Inaksssi rOvidebb ideig aktiv, ami a Na* bedramlas tovabbi csokkenéséhez
vezet. Ugyanakkor a pulzusszdm emelkedésével a Na*/K*-pumpa (NKP) altali Na* eltavolitas
csokken (122), ami az izolalt sejtekben frekvenciafiiggd [Na']i terheléshez vezet. Ezt a
jelenséget azonban [-adrenerg stimulacido soran nagymértékben ellenstlyozza a NKP
aktivitasanak foszfolemmanon keresztiili fokozasa (134).

2.10. A INa,keéssi moduldcidja

A Ca?* a szivizomsejtek excitaciés-kontrakcios kapcsolasanak kulcsszerepldje, ezenkiviil
szamos mas sejtfunkcidt is szabalyoz, beleértve a szarkolemmalis transzportmechanizmusokat.
A Nay-t a Ca?*, a kalmodulin (CaM) és a Ca?*-CaM fiiggd fehérje kinaz IT (CaMKII) egyéni és
kooperativ hatasa is szabalyozza (14,135,136). A Ca?"-CaM-CaMKII utvonalon keresztiil
torténd jelatvitelrol feltételezik, hogy noveli a natriumaramot, kiilondsen tekintettel a Inakessi-
ra (96,135,137).

2.11. Natrium csatornak, Ca%* és CaM

A Nayl.5 szerkezetében jelen vannak a Ca®*-kotd (EF kéz), valamint CaM-kotd (IQ)
motivumok. Korabban kimutatték, hogy a Ca®* énmagaban képes szabélyozni a Nay-kat (15),
mig mas eredmények azt timasztjik al4, hogy a Ca?* nem képes kdzvetleniil szabalyozni a Nay-
Kat és a szabalyozas kizarolag a Ca?*-CaM komplexen keresztiil torténik (138,139). A pontos
szabalyozasi mechanizmust érintd vitdk mellett altalanos egyetértés van abban, hogy Ca?'
emelkedés esetén az egyensulyi inaktivacio fesziiltségfliggése pozitivabb fesziiltségek felé
tolodik el (140), bar ez a hatas fizioldgiailag relevans Ca?" koncentracioknal és a vad tipust
csatornaknal nagyrészt elhanyagolhatd. Olyan koriilmények kozott azonban, amikor a Ca?*
vagy CaM érzékeld régiok mutalodnak, vagy amikor a Nay-k Ca?" érzékenysége jelentdsen
megvaltozik, kiilonféle funkciondlis zavarok léphetnek fel, amelyek megnovekedett Inakessi-
hoz vezethetnek.
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2.12.Ca%*-CaM-fiiggd proteinkindz 1I (CaMKII)

A Nay kdzvetlen szabalyozasa mellett a Ca?*-CaM komplex aktivalja a CaMKIISC-t, amely
szintén modulalja ezeket a csatornakat (135,141,142). Az aktivalodott CaMKII egy Ser/Thr
kinaz, amely képes foszforilalni a Nayl.5-kat (13). Az egyes foszforilacios helyeknek a
csatorna kapuzasaban betoltott pontos szerepe még nem tisztazott, abban azonban minden
tanulmany egyetért, hogy a CaMKII aktivalodasa noveli a Inaksssi-Ot.

2.13.Komplex modulacio f-adrenerg stimuldacioval

Hegyi és munkatarsai aprolékos APVC kisérletsorozatban mutattak ki, hogy a p-adrenerg
jelatviteli atvonal kiilonb6z6 elemei hogyan szabalyozzak a Inakessi-ot nyal kamrai
szivizomsejtekben. A protein-kindz A, a CaMKII, az Epac, a nitrozilacid, valamint a reaktiv
oxigéngyokok (ROS-6k) mind hozzajarulnak a Inakessi szabalyozasahoz a kamrai AP
kiilonb6z6 fazisaiban (34).

2.14. Metabolitok a sejtben

A ROS és a hidrogén-peroxid noveli a Inakessi-Ot (143—-145). Egyes eredmények arra utalnak,
hogy a CaMKII is részt vesz a Inakessi oxigén szabadgyokok jelenlétében megfigyelhetd
novelésében (146), mivel ROS is aktivalhatja a CaMKII-t (147,148).

Az acidozis szintén csokkenti a Nay-t is (149-152). Az acidozis jobbra tolta az egyensulyi
aktivacio fesziiltségfiiggését, de az egyensulyi inaktivacio fesziiltségfiiggését szignifikansan
nem befolyasolta izolalt kutya bal kamrai szivizomsejtekben, ezért csokkentette a Inakessi-Ot
(149).

Szamos tanulmany megallapitotta, hogy a hipoxia noveli a Inakessi-0t (153-157). A 15 perces
hipoxias periodust kovetden Wang és munkatarsai fokozott BM csatorna aktivalodasrol
szamoltak be, ami a megnovekedett Inaxessi kovetkeztében johetett 1étre (158).

Egyes lipid-metabolitokrol kimutattak, hogy novelik a Inaksssi értéket. A lizofoszfatidil-
kolinnal kezelt Nay-k tartos BM csatorna aktivalodast mutattak (159,160), mig a palmitoil-
karnitin lassan inaktivalodd natriumaramot indukalt (161). Ujabb mérések szerint a
tobbszorosen telitetlen zsirsavak (dokozahexaénsav és eikozapentaénsav) mind a Ina,korai, mind
a Inakessi nagysagat csokkentik (162). A szerzok szerint a csokkenést az egyensulyi aktivacid
¢s inaktivacidfesziiltség fiiggése kozotti atfedés csokkenése okozza, vagyis csokkenti az ablak
Na*-aramot.

A nitrogén-monoxid (NO) bizonyitottan fokozza a Inakessi szintjét (163). A neuralis NO-
szintaz (nNOS) a Navl.5 hatalmas makromolekularis komplexéhez tartozik, néhany tovabbi
fehérje mellett, mint példaul a caveolin-3 és az al-szintrofin (164).

2.15. Késoi natriumdram Szerepe a szivbetegségekben

Egészséges szivizomsejtekben a Inaxessi amplitudoja kevesebb, mint 0,1%-a a Inakorai
cstcsértékének (165,166). Azonban az aram perzisztens, 100-400 ms-ig tart, ezért a Inaksssi
altal szallitott befelé iranyuld toltés Osszehasonlithatd az 1-2 ms alatt 1étrejove Inakorai -mal
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(124,167). Az irodalomban egyes tanulmanyok ezt ,,endogén” Inakessi-nak nevezik, és ugy
gondoljak, hogy nincs aritmias tulajdonsaga (165,168). A Inakessi azonban megndvekedhet
szamos patofiziologias allapot, példaul szivelégtelenség (SZE) (5,6), hipertrofias
kardiomiopatia, oroklott LQTS 3-as tipusa (5,52,75,145,169), oxidativ stressz vagy
pitvarfibrillacio (PF) esetén (170). Ezenkiviil az alacsony pulzusszam vagy a kiilonb6z6
farmakologiai intervenciok is megndvelhetik a Inakessi-Ot (171). A Inakessi fokozodik a szivizom
iszkémias-reperfuzios karosodasaban (4,170) és az iszkémia jellegzetes komponenseinek (pl.
hipoxia, iszkémias metabolitok, hidrogén-peroxid) jelenlétében is, amint azt a kiilonb6zo
fesziiltség-clampes kisérletek soran dokumentaltak (144,157,160,172).

A megnovekedett Inakessi AP megnyujtdo hatdsa SZE-ben is megfigyelhetd (173). A
megnovekedett Inakessi Na* tilterhelést eredményez, ami az intracellularis Ca?* koncentracio
([Ca*']i) emelkedéséhez vezet, ahogyan ezt korabban a NCX kapcsan emlitettem. Az ezzel
egyiitt jard koros ingeriiletvezetés hirtelen halalt okozhat a SZE-ben szenvedd betegekben. A
vezetési sebességet a Nay miikodése is meghatarozza (174). A kamrai vezetérendszerben
(Purkinje rostok) — a kamrai szivizommal ellentétben — a lassu ingerlés nagyobb, mig a gyors
ingerlés szignifikansan Kisebb Inakessi-Ot eredményez. Ez a transzmuralis inhomogenitas a
szivritmuszavarok kivaltd oka lehet (116). Mindezek a mechanizmusok komplex koros
elektromos és mechanikai allapotokhoz vezethetnek, példaul kontraktilis diszfunkciohoz (8),
zavart szivizom-energetikahoz (9) és ritmuszavarokhoz (7). A megnovekedett Inaxessi azokban
az esetekben a leginkabb aritmogén, amikor a repolarizacids rezerv mar veszélyeztetett, példaul
Ikr-gatlokkal vald kezelés soran (168) vagy a remodellalt szivizomban.

2.16. A natrium homeosztazis és az emelkedett | nakésci SZETEPE @
szivritmuszavarokban

A szivritmuszavarok patofiziologidja az altalanosan elfogadott elmélet szerint egy
proaritmias szubsztrat, egy trigger ¢és a vegetativ idegrendszer modulalé hatdsanak
kombinaciojabol tevodik dssze (175). A szivritmuszavarokat befolyasoljak ezen kiviil még a
kardialis betegségek, egyéb tarsbetegségek ¢és etiologiai tényezOk is. A koros [Na']i
homeosztazis szerepet jatszhat az aritmiara hajlamos szubsztrat 1étrehozaséban, valamint a
ritmuszavar generalasaban. A szivelégtelen kisérletes modellek szivizomsejtjeiben a [Na*];
koriilbeliil 2-6 mM-mal nagyobb, mint fiziologias koriilmények kozott (176-179). Egy
nyomads- ¢és térfogattilterheléses nyul SZE modellben Despa és munkatarsai megnovekedett
TTX-érzékeny Na* bedramlast talaltak (177). Erdekes médon ez a nagyobb beiramlis nem
csak az elektromosan stimulalt szivizomsejtekben volt jelen, hanem az ingert nem keltd
munkaizomsejtekben is. Az ingerképz6 sejtekben a megndvekedett TTX-érzékeny Na'-
bearamlas legnagyobb valoszinliséggel a Inakorai—nak koszonhetd. Ennek a bedramlasnak a
mogottes mechanizmusa azonban még nem teljesen tisztazott a szivizomsejtekben.
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2.17. A Inakeséi hozzdjarulhat a megemelkedett [Na')i értékhez

Szamos szivbetegség fokozott Inakessi-mal jar egyiitt. Korabbi cikkek leirtak ezt
végstadiumu szivelégtelenségbdl (75,94) és szivinfarktus utani preparatumokbodl szarmazéd
szivizomsejteknél (180), valamint allati modelleken végzett vizsgalatokon keresztiil (52,94).

A nagyobb Ivakessi-Ot tobb patofizioldgiai tényezd okozhatja, tobbek kozott az oxidativ
stressz [ROS (144,145) és NO (163)] els6sorban a Nayl.5-k S-nitrozilacidja révén (164)],
hipoxia (154,157), mechanikai stressz (181) és bizonyos iszkémias metabolitok, példaul az
oxidalt lipidek (159). Az egyedi Nay1.5-k kapuzasi modozatait vizsgalva, a fokozott Inaksssi
mogott valosziniileg a BM és LSM megnyilasok megnovekedett szama all (79,182) SZE-ben.

A Ca?*-CaM-CaMKII jelatviteli utvonal miikodése SZE-ben fokozodik (183), és ez az
utvonal bizonyitottan noveli a Inaxessi-Ot (138,184-186). Az oxidacié aktivalja a CaMKII-t
(146) és konstitutivan aktivalt allapotban is tartja. A fokozott CaMKII altal kozvetitett Nay1.5
foszforilacid tehat minden bizonnyal részt vesz a Inakessi oxidativ stressz alatti novelésében. A
legtjabb vizsgalatok szerint a Nay1.8 expresszioja jelentdsen megndvekszik, mig a Nayl1l.5
expresszidja csokken human bal kamrai hipertrofiaban (187) és SZE-ben (188).

/ Szivbetegségek
!

Hosszabb AP-k — T Listven sl Megvaltozott mitokondrialis

\ INa_kcsop NHE / Ca?" homeosztazis

Nagyobb Ca®* belépés '

[Na+]1 T Hzoz képzeés 1
Sertlt metabohzmus
L, Repolarizacios NCX 1ndukalt [Ca*] |
heterogenitas 1
Szubsztrat\ Diasztolés dlSZﬁ.ll’]kClO
Dlasztoles [Ca*T; 1

Aritmiak

T Trigger SR Caz* szint 1
Spontin Ca?* —
felszabadulas az SR-bol

v

» CaMKII aktivalas —

4. abra: A szivbetegségek daltal indukalt aritmidk sematikus abrdja.

AP: akcids potencial; NHE: Na*/H*-cseremechanizmus; [Na™]i: intracellularis natriumion
koncentraciéo; NCX: Na‘*/Ca?*-cseremechanizmus; [Ca?")i: intracelluldaris kalciumion
koncentracio,; SR: szarkoplazmatikus retikulum; CaMKII: kalcium-kalmodulinfiiggd kalcium-
koncentracio. protein kindz I1.
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2.18. A CaMKII-ngkessi-[Na*)i-[Ca?*]i-CaMKII ordogi kire

Ha a [Na]i megemelkedik, akkor a NCX forward modja energetikailag kedvezdtlenebbé
valik, ezért kisebb mennyiségii Ca?* hagyja el a sejtet a NCX-on keresztiil. Ez megnovekedett
[Ca?*]i terhelést okoz, ezért nd a CaMKI| aktivitasa, ami a CaMKII célpontok, példaul a Nay1.5
fokozott foszforilacidjahoz vezet. Ez azonban noveli a Inakessi-Ot, ami tovabb emeli a [Na*]i-t,
végiil egy aritmogén 6rdogi kort hoz 1étre (13). A Inakessi nOvelését ezaltal a [Na']i terhelést
Yao és munkatarsai leirtak a LQT3 mutacion, valamint farmakologiai (anemone toxin-11, ATX-
IT) vizsgalatokon keresztiil (169). Ezek a koriilmények a fent leirt 6rdogi korhoz vezetnek, és
ennek eredményeképpen a foszfolamban és a RyR-ok CaMKII-fiiggé foszforilaciojanak
novekedése miatt aritmidk johetnek létre.

2.19. Kalcium- és natrium-homeosztazis

A szarkolemman keresztiili Na* bearamlas novekedése esetén a [Na']i is magasabb lesz. Ez
az [Ca®*]i egyidejii emelkedését okozza, amit aritmogénnek tartanak (189). Tovabb4, a magas
Ca?" a CaMKI|I és a protein kindz C (PKC) utvonalon keresztiil tovabb novelheti a Inakessi—Ot,
ami elinditja az eldzéekben emlitett 6rdogi kort. Ez a Ca?* tranziensek térbeli heterogenitasat
eredményezi, amely hajlamosit szivritmuszavarok kialakulasara (189). Ezért rendkiviil fontos
az emelkedett Inakessi Na* és Ca?* homeosztazisra gyakorolt hatasainak jobb megértése.

Az egészséges szivizomsejtben a Na® bearamlas és a Na kiaramlas egyensulyban all
egymassal. Az extracellularis térbdl torténd Na*-bedramlas f6 forrasai a Nav-k, a ,,forward”
modi NCX és a NHE. A Na*, a NKP és a ,reverz” tizemmoddban miikodé NCX révén tavozik
a sejtbél. A Na* ionok kb. 25%-a a Nay-kon keresztiil jut a sejtbe, mig a NCX a teljes Na*-
bearamlas kb. 60%-at biztositja (189). Emellett kisebb mértékben egyéb utvonalak is
hozzajarulhatnak a Na*-bearamlashoz. Tekintettel arra, hogy a Na* és a Ca®*-homeosztazis
szigortian kapcsolt folyamat (189), ezért a megemelkedett intracellularis Na* NCX altali Ca?*-
ra torténd kicserélésén til konnyen elképzelhetd, hogy a megnovekedett Inakessi Miatt -40 mV
feletti tartos depolarizacié megndvelheti az L-tipusi Ca?" csatorndk nyitasi valoszintiségét.
Mas sz6val, a hosszabb AP nagyobb Ca®" bearamlast és Ca?" terhelést okoz (189).

A Inaxessi-ot fokozza a Ca?*-CaM-CaMKII ttvonal. A CaM és a CaMKII kiilon-kiilon és
kooperativ modon is szabalyozhatja a csatornat (189). A CaM tigy modulalja a Nay miikodését,
hogy a csatorna fehérje C-terminalisan 1évd 1Q doménhez kotddve (5. dbra) fokozza a lasst
inaktivaciot (189). A CaM csokkenti a tartds Inakessi-Ot depolarizacio soran, ezért csokkenti az
aritmiak kockazatat (189). A kozelmultig a Nas-k és a CaM kapcsolatanak megértése
korlatozott volt, mivel a legtobb tanulmany a kalciummentes CaM-t, az apokalmodulint
alkalmazta (16). Wang és munkatérsai azonban nemrégiben kimutattdk, hogy a Ca?" a CaM-
ben konformaciovaltast indukal, amelyben a CaM N-lebenye a Nay C-terminalis doménjének
disztalis IQ-motivumaval érintkezik, mig a CaM (Ca?* szabad) C-lebenye az 1Q-motivumhoz
rogziil, és ez a hatas izoforma-specifikus (189).
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Navl.5
C-terminalis
domén

5. abra: A kalciumon ion-kalmodulin komplex kapcsolata a ndtriumcsatornaval. A kristalyszerkezet a
humdn Nay - Ca?*/CaM komplexet mutatja. A csatorna Protein Adat Bankban (PDB) szerepld
azonosito kodja: 6MUD (16). Az adatbazisban szereplé hdaromdimenzios strukturat PyMol
szoftverrel ujra generaltuk. Kékkel a Nay1.5 a alegységének C-termindlis régidja lathatd, mig a piros
a kalmodulint (CaM) mutatja. A ciankék gyongy pedig a CaM-hoz kétott 4 Ca®* -t reprezentdlja.

Ellentmondésos tanulméanyok vannak arrol, hogy a Ca?* énmagéaban képes-e szabalyozni a
Nav-kat (189). Gardill és munkatarsai arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az EF-kéz domén
pozicidja szabalyozza a csatornak Ca®*-fiiggé inaktivaciojat (16). A diffrakcios vizsgalatok
ezzel szemben inkabb a CaM Ca?*-szenzor szerepét helyezték eldtérbe (189). A CaMKIIS — a
szivben dominans izoforma — szintén megvaltoztathatja a Nay-K inaktivacios tulajdonsagait. A
Ca?*-CaM komplex aktivalja a CaMKII-t, amely foszforilalja a Nay-t és fokozza a Inaessi-Ot .
A CaMKII noveli a kdztes inaktivaciot és lassitja az inaktivaciobol valo visszatérést (189). Ez
lassitja a Inakorai nyitott llapotll inaktivaciojat és noveli a Inakessi inaktivaciot, ami végso soron
noveli a [Na']i-t (189). A Nay CaMKII altali szabalyozasa a csatornahoz valo asszociacioval és
a csatorna fehérjéinek foszforilacidjaval is torténhet (184). Nyulakban a Nay-k endogén
CaMKII ltali foszforilacioja mar fiziologias Ca?* szintek mellett is eléfordul (184). A Nay-kra
gyakorolt hatdsokon kiviil a CaMKII altali foszforilacié fokozza a protein-kinaz A (PKA), az
lcaL és a szarkoendoplazmatikus retikulum Ca-ATPé4z (SERCA) mikodését, és aktivalja a
RyR-t ahogy ezt a 6. abra B paneljén is lathatjuk (189). A megnovekedett Inakessi altal okozott
tartds depolarizacid szintén hozzajarul a sejtek Ca?'-gyarapodasahoz. Ezek Osszességében
novelik a szarkoplazmatikus retikulum (SR) Ca?*-tartalmat és a RyR nyitasi valoszintiségét,
igy spontan Ca?*-felszabadulast eredményezhetnek (189).

Szivelégtelenségben (mind a human SZE, mind a SZE allatmodelljében) a CaMKII
expresszioja és aktivitasa megnovekszik, ami proaritmogén lehet (189). Tovabba kimutattak
korabban, hogy a citoszolikus CaMKII transzgenikus tultermelése SZE-et indukalhat (189). A
CaMKII akut tultermelése fokozza a Inaxessi-t €s noveli a [Na*]i-t, lassitja a Inakorai inaktivaciojat
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¢s az inaktivaciobol vald visszatérést, mikozben az egyensulyi inaktivacio fesziiltségfliggését
Ca®'-fiiggé modon negativabb membranpotencidlok felé tolja el (184). A CaMKII akut
tultermelésének mindezen hatasai a CaMKII gatlasaval akadalyozhatdak. Wei €s munkatarsai
kimutattdk, hogy a CaMKII foszforilacidja és a Nayl.5 fehérje expresszioja jelentdsen
megemelkedett a bal kamraban az 1,4-dihidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-(2-
[trifluorometil]fenil)piridin-3-karbonsav-metilészter (Bay K8644, Ca®* csatorna aktivétor), és
a zold viaszrozsa (Anemonia sulcata) Nay aktivator toxinjaval (,,anemone toxin-I11", ATX-II)
torténod kezelés hatasara. Ezek a hatasok TTX alkalmazasaval konnyen visszafordithatok voltak
(189). A Bay K 8644 és az ATX-II egyidejii alkalmazasa erételjesebben novelte az APD-t, és
nagy gyakorisaggal okozott VT-t (189). Ez a magas [Ca?']i és magas [Na']i potencial kozotti
szinergikus kapcsolat, amely aritmogén hatast lehet.
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6. abra: Megndvekedett Ingiessi esetén a ritmuszavarokhoz vezetd fiziologiai és patofiziologial
folyamatok vazlatos dbrdzolasa. a panel: Egészséges szivizomsejtben az excitdacio-kontrakcio
kapcsolata az intracelluldris Ca®* koncentrdcioé periodikus névelésével és csokkentésével
szabalyozodik b panel: Ha a lngressi megemelkedik, akkor az intracelluldaris Na* és az ezzel
egyiitt jaré Ca®**-tilterhelés aritmidhoz vezethet. A magas intracellularis Na™-koncentrdcio
aktivalhatja a reverz modi: NCX-et, hogy tovabb téltse a sejtet Ca?*-nal. A Ca*-tilterhelés és
a hosszabb akcios potencial idotartam proaritmias eseményekre hajlamositja a sejtet. A piros
nyilak a Ca?*-hoz, mig a kék nyilak a Na*-hoz kapcsoloédo folyamatokat mutatjak. A szaggatott
vonalak a Ca?*-CaM-CaMKII iitvonal foszforilacios célpontjait jelzik.

Réviditések: APD: akcios potencial idétartam; CaM: kalmodulin; CaMKII: kalcium-
kalmodulinfiiggd protein kindz II; DAD:. késéi utodepolarizacio; EAD: korai utodepolarizaicio,
lcaL: L-tipusii Ca®*-dram; INajorai: Nat-dram gyors, korai komponense; INaxsssi: Nat-dram
perzisztens, késéi  komponense; NCX: Na*/Ca?*-cseremechanizmus; NHE: Na‘/H*-
cseremechanizmus; NKP: Na*/K™-pumpa; PLN: foszfolambdn, PMCA: plazmamembrdn
Ca®*- ATPaz; RyR: ryanodin receptor; SERCA: szarkoplazmatikus retikulum Ca?*-ATPdz; SV-
az akcios potencial idotartamanak rovidtavu beat-10-beat variabilitdsa.
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7. d@bra: A korai és késéi utodepolarizdacio alapveté mechanizmusai. a _panel: A késdi
utédepolarizacié (DAD) kialakuldsaban szerepet jdtszo tényezdk. A megnovekedett [Na*]i
megemeli az [Ca®*]i-¢ (és a SR Ca?*-tartalmat) a NCX reverz sizemmodba kapcsoldsaval, ha a
NKP funkcionalis tartalékat elérte. A CaMKII foszforilalja a foszfolambant, ami szintén noveli
a SR Ca?*-tartalmat. A magas SR Ca?* szint a ryanodin receptorokon keresztiil spontan Ca®*
felszabadulast okoz. Ez az abnormdlis Ca®* jelatvitel a NCX-t forward iizemmodba kapcsolja,
igy létrehozva eqy tranziens befelé iranyulo aramot, mely a felszini membrant depolarizalva
eqy kivaltott aktivitashoz (TA) vezethet. Ez dltaldban nagy frekvenciandl és a diasztolé alatt
torténik. A membranpotencidl felvétel a jobb alsé sarokban egy tipikus DAD-ot mutat, a
szaggatott vonal pedig a DAD kévetkeztében eqy kivaltott aktivitast (TA) jelol. b panel: Korai
utodepolarizacio (EAD) akkor kovetkezik be, amikor a kifelé iranyulo aramok csokkennek
(csokkent repolarizacios rezerv) és/vagy a befelé iranyulo aramok fokozodnak. A Inaéssi
elosegiti a EAD keletkezését a platofazis alatti lcaL reaktivdlasa, a NCX aktivalodasa és a SR
Ca?* tilterhelése soran. A membranpotencidal felvétel szaggatott vonallal egy tipikus EAD-ot
mutat a jobb also sarokban.

Roviditések: EAD: korai utédepolarizacio; DAD: késéi utédepolarizdcio; \cay: L-tipusii Ca®*-
aram, Ik1: befelé egyeniranyito K*-daram, Ikr: késdi egyeniranyité K*-aram gyors komponense;,
Iks: késdi egyeniranyito K*-daram lassii komponense, Ina: Na*-dram; Incx: Na*/Ca2 *-cseréld
daram; lw: tranziens kifelé iranyuld aram; NKP: Na*/K*-pumpa; RyR: ryanodin receptor; SR:
szarkoplazmatikus retikulum; SERCA: szarkoplazmatikus retikulum Ca?*-4TPdz; TA: kivaltott
aktivitas.

A DAD-k mellett korai utodepolarizaciok (EAD) is létrejohetnek abnormalis Nay miikodés
esetén (7. abra b panel). A Inakorai 1assabb inaktivacioja esetén az APD meghosszabbodik, ami
hajlamositja a sejtet EAD-k keletkezésére. EAD-knak tobb altipusa létezik (2. fazisu, 3. fazisu
¢s késoi 3. fazisu EAD), de altalaban a terminalis repolarizacio eldtt jelentkeznek. A legtobb
esetben egy hosszabb AP (a késoi 3. fazisi EAD kivételével) lehet6vé teszi az Ica L szamara,
hogy az inaktivaciobol visszatérjen, ami pozitiv visszacsatolasi hurkot general, ami tovabbi
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AP-okat valt ki . Fontos megjegyezni, hogy a CaMKII aktivalddasa is hozzajarulhat az IcaL
Gjra aktivalodasahoz (189). Kimutattak azonban, hogy az SR Ca?* terhelése és az ezzel egyiitt
jaro spontan Ca?* felszabadulas, az NCX 4ltal szallitott befelé iranyuld depolarizald aram és a
reaktivalodott Ina is felelds az EAD-k generalasaért (189). Két lehetséges mechanizmust
javasoltak a Inakessi altal generalt EAD magyarazatara: az egyik a SR Ca?* tilterhelése, a masik
az AP plato fazisa alatt torténd lca L Ujra aktivalodasa (171). Tengerimalac szivizomsejteken
végzett kisérleteink azt mutattdk, hogy a Inakessi altal kivéltott EAD-kat spontan SR Ca?*
felszabadulas kozvetiti, mivel az EAD els6é eloforduldsa megel6zi az IcaL ablakéram
fesziiltségtartomanyat, ezért az lcaL reaktivalodasa kevésbé valoszinti (35).

LQTS-3 betegeknél kimutattak, hogy az SCN5SA egy funkcionyeréses mutacioja a Inaksssi
megnagyobbodasat eredményezte (189). A mutacio a Inakessi novekedése mellett a [Na']; és a
[Ca*]i emelkedését is okozta, ami a NCX forward moédjanak csdkkenésével és a reverz mod
aktivitisanak ndvekedésével jart egyiitt (189). Mas vizsgalatok magas SR Ca®*-tartalmat és
spontdan diasztolés Ca?*-tranzienseket mutattak ki LQTS-2 mutins egerek izolalt
szivizomsejtjeiben (189).

Korabban kutatocsoportunk létrehozta az APD relativ rovidtava  beat-to-beat
variabilitasanak (RSV) fogalmat, amely 0j megkdzelités lehet az aritmiak elérejelzésére (189).
Ezekben a kisérleti elrendezésekben a magasabb RSV-t aritmogénebbnek tekinthetjiik.
Kisérleteink azt mutattak, hogy a Na*-aram névekedése az APD nagyobb ingadozasat okozza,
ami 0sszhangban van a Inaxsssi proaritmids szerepével. A SV hasonld novekedését figyelték
meg Ca?*-tilterheléses koriilmények kozott és olyan helyzetekben, amikor a repolarizacios
rezerv sériilt (90).

A Inaxessi kozvetleniil vagy kozvetve szabalyozhaté Ca®*, CaM és CaMKII altal. Altaldban
a magasabb [Ca®']; eltolja a Na* aram egyensulyi inaktivacio fesziiltségfiiggését pozitivabb
fesziiltségek felé, és noveli a csatornak ingerelhet6ségét pozitivabb potencialokon (15,35,140).
Kovetkezésképpen a [Ca®']i pufferelésének csokkentenie kell a Inakessi-t. Kutatdcsoportunk
kisérletei azonban azt mutattdk, hogy a Inakessi-t inkdbb az AP alakja és fesziiltségprofilja
befolyasolja, mint maga a Ca®" (35). Masrészt a CaMKII gétlasa sikeresen megakadélyozta a
katekolamin altal kivaltott spontan Ca?* hullamokat, DAD-kat és EAD-kat, mikozben javitotta
a kontraktilis funkciot tobb kisérletsorozatban is (189). Sajnos a CaMKII célzott modulacidja
antiaritmids lehetdségként meglehetdsen nehéz, figyelembe véve a rendkiviil Osszetett
jelatviteli halozatat.

Nemrégiben kimutattak, hogy a cAMP altal kozvetleniil aktivalt cserefehérje (Epac) gatlasa
EAD-kat indukalhat (189). A mechanizmus magaban foglalja a CaMKII oxidativ
aktivalodasat, amely a cellularis reaktiv oxigén gyokok (ROS) és a Inakessi novekedéséhez
tovabba az APD meghosszabbodasahoz vezet. A CaMKII ROS altali aktivalodasa foszforilalja
a RyR-t és a Nay1.5-t, ami a SR Ca®*-szivargashoz vezet a RyR-on keresztiil és a Inakessi
fokozodik (189).

Tobb kutatocsoport is felhivta a figyelmet arra, hogy a Inakessi Szuppresszioja akadalyozza
a Ca®*-tlterhelést (189). A Inakessi gatlasa a [Na']i és a kovetkezményes [Ca?*]i csokkentése
révén gatolta a Ca®*-fiiggd triggerelt aktivalodast. A Inakessi gatlasa helyredllithatja tovabba a
depolarizalo és repolarizald aramok ko6zotti megbomlott egyensulyt is (165).
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2.20. A megnovekedett | Noiessi és [Na™ i aritmogén kovetkezményei

Szamos 0Oroklott és szerzett betegség vezethet a kamrai repolarizacié megnyulasahoz,
amelyet hossz QT-szindromaként (LQT) ismeriink (190,191). Az 6roklott LQT3 szindromat
sokkal lassabban inaktivalodo Nay1.5-k miatt a megnovekedett Inakessi 0k0zza. A szerzett LQT-
szindromak kozé tartozik példaul a szivelégtelenség (5,75,94), a szivizom iszkémidja és az
infarktus utani allapot (180,192), valamint a 2-es tipusu cukorbetegség (193).

Fiziologias koriilmények kozott finom egyensuly van a befelé és kifel¢ iranyuld aramok
kozott az AP platofazisa alatt. A platofazis alatt a membran impedancidja nagy, ezért a kényes
egyensulyban bekovetkezo kis valtozas is az AP idOtartamanak jelentds valtozasdhoz vezethet.
A megnovekedett Inakessi megnyujtja az AP-t (35,194), valamint a hosszabb AP alatt a Inakéssi
nagyobb Na* bearamlast fog generalni. Még normalis szivben is az APD és a Inaxessi Nagyobb
a Purkinje rostokban és az "M" sejtekben a szivizom tobbi részével Osszehasonlitva, ami
hozzajarul a repolarizacié fizioldgias heterogenitasahoz. Az LQT-szindromak mind a
repolarizacio térbeli heterogenitasat (94), mind a repolarizacio6 idébeli valtozékonysagat (190)
novelik, ezért aritmogén szubsztratot jelenthetnek. Ezt tovabb fokozhatja a bradikardia, ahol
az AP-ok mar hosszuak, és nagyobb heterogenitassal rendelkeznek (90). Szivbetegségek is
biztosithatjak a proaritmias szubsztratot, ,,repolarizacios alternans” formajaban (195,196),
amely jelenség pedig tachycardia esetén még kifejezettebb.

A trigger szintén erdsen fiigg a kamrai frekvenciatol. Alacsony szivfrekvencian, ahol a sziv
AP-0k mar fiziologids koriilmények kozott is hossziiak, a megnovekedett Inaiessi tovabb
hosszabbithatja a repolarizaciot, ezért noveli a EAD-0K valdsziniiségét és a halalos kimeneteld
kamrai aritmiak kockazatat (105,107,197-201). A sulyos bradikardia, a fokozott Inaxessi €s a
hosszii APD egyiittesen szintén elésegitheti a kés6i utddepolarizacié (DAD) hatasat (5,35,91).
Ugy tiinik, hogy ezek a hatasok erdsen fiiggenek a megnovekedett [Ca®*]i-tol.

Ahogy korabban leirtuk, a megndvekedett [Na*]i az NCX-on keresztiil csokkenti a Ca?*
eltavolitasat a citoszolbol (40,122,202). Ez megemeli a diasztolés [Ca?*]i-ot és ezéltal noveli
az SR Ca®'-tartalmt; ami spontin Ca?* felszabadulashoz vezet a Ca?*-al talterhelt SR-bol
(203). Ez DAD-kat generalhat, ezzel szivritmuszavarokat kivaltva. Magas szivfrekvencian ezt
tovabb sulyosbithatja a CaMKII-t érintd visszacsatoldsi hurok, ami a RyR2 CaMKII 4altal
kozvetitett fokozott foszforilaciojat eredményezi, igy ndvelve a spontan SR Ca®* felszabadulas
valoszinliségét. In vivo a szivfrekvencia emelkedését a B-adrenerg stimulacio biztositja. Az
adrenerg stimulacié egyrészt tovabb aktivalja a CaMKII-t (34), masrészt a NKP aktivitasanak
fokozasaval csokkenti a sejtek [Na*)i terhelését (134). Ez kérdésessé teszi a Inaksssi Szerepét a
DAD Aéltal kozvetitett, magas szivfrekvencian fellép6 ritmuszavarokban.

A beteg szivben azonban a Inakessi és a [Na']i frekvenciafiiggd tulajdonsagai korabban
kevéssé vizsgaltak. Magas frekvencian az LQT3 AKPQ mutans sejtekben a Inakessi csokken
(88), tovabba egy masik kisérletsorozat sordn megndvekedett [Na*]i terhelést taldltak
hipertr6fias macskasejtekben (204), valamint a szivelégtelenségbdl szarmazd human
szivizomsejtekben (176).
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2.21. Klinikai vizsgdlatok - antiaritmids gyogyszerfejlesztés

Mivel a Inakessi, @ [Na']i és a [Ca?*]i emelkedése aritmogén, ezért ilyen koriilmények kozott

hatékony antiaritmias kezelésre van sziikség. Kézenfekvo cél lehet a Nav-k gatlasa. A CAST
¢s SWORD vizsgalatok kidbranditd eredményei azonban egyértelmiivé tették, hogy egyetlen
ioncsatorna specifikus gatlasa onmagaban varatlan karos hatasokat eredményezhet. Az utobbi
iddben inkabb olyan szelektiv inhibitorok iranti igény mertilt fel, amelyek képesek a Inasssi-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 aritmiakhoz” vezethet (205-207).
Eddig szamos inhibitort fejlesztettek ki, tobbek kozo6tt 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 mitkddnek, szelektiv Inaxessi gatlo hatdsukat foként a fiziologiasnal
alacsonyabb membranpotencialon fejtik ki és gatlé hatasuk fiigg az ingerlési frekvenciatol.
Mivel a natriumaram gatlasa az ingerlési frekvenciaval egylitt n6, igy ezek a szerek kisebb
hatast gyakorolnak a Inakessi-ra bradikardidban, amikor a Inakessi feltételezhetden jelentsen
nagyobb (208), mint tachykardiaban.

2.22. | Nakéssi, mint antiaritmids terdpids célpont

2.22.1. Natriumcsatorna-gatlok

Tobbféle peptid és nem peptid szerkezetli természetes vegyiilet gatolhatja a Nay-kat, bar
ezek terapias jelentdsége elhanyagolhatd. A klinikailag relevans kismolekuldja Nay-gatlok
koz¢ tartoznak a helyi érzéstelenitk, a gércsoldok és az antiaritmias szerek, mint példaul a
lidokain, a karbamazepin, a fenitoin, a lamotrigin és a mexiletin. Ezek a kismolekuldju
inhibitorok a Nay-k tigynevezett "helyi érzéstelenité kotohelyéhez" kotddnek, ahol az aminosav
oldallancok nagyon hasonléak a kiilonb6zé Nay-altipusokban (46). Emiatt a "klasszikus™ Nay-
blokkolok nem altipus-specifikusak, bizonyos mértékig minden altipust gatolnak. Emellett
ezek a vegyiiletek némileg gatoljak mind a INakorai, MINd @ Inakessi-t, altalaban a Inaxessi-ra
gyakorolnak nagyobb gatlo hatast. Ezért a legtobb Nay-blokkold az ingerlékenységet €s az
impulzus terjedését (a Inakorai -hoz kapcsolddo paraméterek) a platd natriumarammal (Inakessi)
egylitt csokkenti.

2.22.2. Szelektiv Ingkesi gatlok

Néhany Nay-blokkolo kiilonbozik a "klasszikus" gatloktol, mivel a Inakessi-Ot hatdsosabban
gatoljak, mint a Inakorai -Ot. A specifikus Inakessi gatlas molekularis mechanizmusa még mindig
nem teljesen tisztadzott. Bar a legtobb kisérletes és klinikai vizsgalatban ranolazint hasznaltak,
mas szelektiv Inaxessi gatlok is léteznek, mint példaul a GS-458967, a GS-462808, az F15845
¢s a (GS-6615 (eleklazin). Ezen inhibitorok késbéi és korai natriumaram-komponensre

crer
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1Cso érték

Anyag : Referencia
| Na,késoi | Na, korai

Lidokain 6 UM 294 UM Antzelevitc?zcésg ;ntsai., 2014
Ranolazin 17 uyM 1329 uM Belardinelli és mtsai., 2013 (26)
6,46 uM 244 uM Undrovinas és mtsai., 2006 (25)

GS-458967 333nM <15 % blokk Koltun és mtsai., 2016 (210)
130 nM | 7,5 % redukcid 10 uM-nal | Belardinelli és mtsai., 2013 (26)

GS-462808 | 1,9 uM 10 % redukcié 10 puM-nal Koltun és mtsai., 2016 (211)
GS-6615 0,62 uM 51 uM Zablocki és mtsai., 2016 (212)

F15845 3,25 uM | 23 % redukcié 10 uM-nal Vacher és mtsai., 2009 (213)

1.tablazat: Natriumcsatorna blokkolok fél maximalis gatlo koncentrdcioja (ICso) @
fesziiltsegfiiggo natriumaram késoi és korai komponenseinél.

Ezeknek a specifikus Inakessi gatloknak a szelektivitasa altalaban fesziiltségfiiggo,
negativabb (meglehetdsen afiziologias, példaul -120 mV) tartofesziiltségen alig van hatasuk a
INakorai -Ta. Ahogy a tartofesziiltség egyre kozelebb keriil a fiziologias RMP-hoz, e vegyiiletek
szelektivitasa csokken, egyre inkabb gatoljak a Ina korai -Ot iS. Emellett a legtobb inhibitor a Nay-
kat frekvenciafiiggé modon blokkolja; minél gyorsabb az ingerlési frekvencia, annal
hatékonyabbak. Ennek az az oka, hogy a legtobb gatloszer inkabb a nyitott és/vagy
inaktivalddott csatorndkhoz kotddik és a zart csatorndhoz kevésbé. Ez a hatas kiilondsen erds
a gyors asszocidcios ¢és disszociacids kinetikaval rendelkezd Nay-blokkoloknal, példaul a
Vaughan-Williams 1.B osztalyu szereknél (208).

2.22.3. A nem-sziv natriumcsatorna-gatlok, mint potencialis antiaritmias szerek

A riluzolroél kimutattak, hogy gatolja sériilt neuronoknal a TTX-érzékeny Nay-kat (214),
tovabba kozvetleniil gatolja a kainat- és N-metil-d-aszparaginsav (NMDA) receptorokat is
(215), valamint serkenti a GABAAa-receptorokat (216). Korabbi kisérletekben az altatott
sertésekben a koszoruér-elzarodas altal kivaltott szivizomkarosodast és az aritmiat is
csokkentette (217). A riluzol antiiszkémias és antiaritmids hatasinak bizonyult az akut
miokardialis infarktus sertésmodelljében is (218).

A Nayl1.8 specifikus inhibitorokkal torténd célzott kezelése a jovOben potencialis 1)
megkozelitést jelenthet az antiaritmias gyogyszeres terapidban, mivel a kozelmultban végzett
vizsgalatok szerint a Nay1.8 expresszioja jelentésen megnd humén bal kamrai hipertréfidban
(187) és SZE-ben (188). Nay1.8-specifikus blokkolok (30 nM A-803467 vagy 1 uM PF-
01247324) alkalmazasaval sikeriilt csokkenteniiik a Inaxessi-Ot és roviditeni az AP-t (187,188).

2.23. Ranolazin

A legkiterjedtebben vizsgalt szelektiv Inakessi gatld a ranolazin. A ranolazin a Inakessi
gatldsaval csokkenti a Na'-fliggd Ca?'-tulterhelést (219). Ez a vegyiilet gatolja a késéi
egyeniranyito K" aram gyors komponensét (Ikr), az lcaL -0t ¢és a NCX reverz modjat
(7,102,220) is. Az lcaL—Ta és az NCX-re gyakorolt hatasok azonban féként a gyogyszer terapias
tartomanyan kiviil esnek. A ranolazin gyenge B-adrenerg agonista is (221), mig a vérnyomasra
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¢és a szivfrekvenciara minimalis hatast gyakorol (222). Tovabba a ranolazin csokkenti a SV-t
(25). A ranolazin kifejezettebben gatolja a Inakorai-Ot részlegesen depolarizalt membran esetén,
illetve magasabb ingerlési frekvencian (223,224). Alacsony ingerl6 frekvenciaknal a Inakessi
gatlasa sikeresen csokkentette az aritmias eseményeket, példaul a EAD-kat, a DAD-kat vagy a
TdP-t a kiilonb6z6 kisérleti elrendezésekben (5,26,35,143,220,225,226). A ranolazin
csokkentette a repolarizacio diszperziojat (227), a EAD és a TdP el6fordulasat (143,228) mas
kisérleti elrendezésben. A repolarizacid diszperziojat a midmiokardialis sejtek APD-anak
rovidiilése okozza, ebben a Inakessi-Nak van az egyik legjelentésebb szerepe. LQT3 szindromas
betegekben a ranolazin csokkentette (229), mig egy masik vizsgalatban az Ik-blokad miatt
novelte a QT-intervallumot (230).

A ranolazin szintén fesziiltség-, és hasznalatfliggd modon gatolta a Nay-kat, raadasul ez a
gatlas is szignifikansan nagyobb Vvolt a pitvarokban, mint a kamrakban (223). 50 ms hossza
depolarizalod impulzusok és 250 ms diasztolés intervallumok (3,33 Hz-en) esetén a ranolazin
altal okozott hasznalatfiiggd blokk -120 mV-nal 21% volt a kamrai, mig 32% a pitvari
sejtekben, mig -100 mV-nal a blokk 47%-ra, illetve 56%-ra valtozott. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a frekvenciafliggés nagyon kifejezett a Inakorai gatlas esetén, de sokkal kisebb a
Inakessi gatlas esetén. A Inakorai €5 a INakessi frekvenciafliggd élettani és farmakologiai jellemzdi
alapjan a Inakessi meglehetdsen szelektiv gatlasat lehet elérni lassu szivfrekvencian és hosszu
AP-0k esetén, de gyors szivfrekvencian és rovid AP hossz esetén a Nay-blokkolok hasonldan
gatoljak mind a Inakorai, MINd & Inakessi mikodését.

A ranolazinnal kapcsolatban az 1990-es években publikaltak az els6 biztato eredményeket
a fazis 2 klinikai vizsgalatokbol (231,232). A MARISA (233), CARISA (234) és ERICA (235)
vizsgalatok eredményeit kovetéen 2006-ban az Amerikai Orszagos Gyogyszerészeti és
Elelmezés-egészségiigyi Intézet a ranolazint angina ellenes szerként engedélyezte.

A MERLIN TIMI-36 vizsgalatban (236) 6500, nem ST-elevacioval jar6 akut koronaria
szindromédban szenvedd betegnél vizsgaltdk a ranolazin terdpia klinikai kimenetelre és
biztonsagossagra gyakorolt hatdsat. Bar a kardiovaszkularis haldlozast és a miokardialis
infarktust nem csokkentette szignifikansan a standard terapidhoz képest; de a visszatérd
iszkémia (236) és az aritmiak eléfordulasa (237) szignifikansan alacsonyabb volt a ranolazinos
csoportban. A ranolazinnal torténé kezelés a ritmuszavarok szignifikansan alacsonyabb
eléfordulasat eredményezte a placebd csoporthoz képest.

A kettés vak HARMONY (ClinicalTrials.gov ID: NCT01522651) 2. fazisu vizsgélatba
(238) paroxizmalis PF-ban szenvedd, beiiltetett pacemakerrel rendelkezd betegeket vontak be,
igy a PF stlyossagat folyamatosan nyomon lehetett kdvetni a 12 hetes kezelési iddszak alatt.
A betegeket 4 randomizalt csoportra osztottdk az elsd csoport placebo-t kapott, a masodik
csoport 750 mg ranolazin-t naponta kétszer, a harmadik csoport 225 mg dronedaront és a
negyedik csoport 750 mg ranolazint 225 mg dronedaronnal kombinalva. A kombinaci6 Iényege
az volt, hogy a ranolazin adagolasa mellett csokkenteni lehessen a dronedaron dézisat, és
ezaltal a dronedaronhoz tarsuld negativ inotrop hatdst. A placebo vagy a gydgyszerek
onmagukban nem csokkentették szignifikansan az PFT-t. A kombinécios terapia azonban 59%-
kal csokkentette az PFT-t a placebdval szemben.

A RAFFAELLO 2. fazisu vizsgalatba (239) perzisztens PF-ban szenvedd (legalabb 7 napja
¢és legfeljebb 6 honapja) betegeket vontak be. Két oraval a sikeres elektromos kardioverziot
kdvetden a résztvevok vagy placebot vagy 375 mg, 500 mg, illetve 750 mg ranolazint kaptak

31



randomizalt modon. A betegeket naponta monitoroztak transztelefonos EKG-val. Az
elsddleges végpont a legijabb PF megjelenéséig eltelt id6 volt. A ranolazin egyik dozisa sem
novelte meg szignifikdnsan a PF kigjulasaig eltelt idét a placebohoz képest. A placebo
csoportba tartozo betegek 56,4%-aban ujult ki a PF. Ez 56,9% volt a 375 mg ranolazinos
csoportban, 41,7% az 500 mg ranolazinos, mig 39,7% volt 750 mg ranolazinos csoportban.

A RAID klinikai vizsgalat (NCT01534962) olyan nagy kockazati kardiomiopatias
betegeket vizsgalt, akik beiiltethetd kardioverter-defibrillatort (ICD) kaptak (240). Az alanyok
vagy ranolazint (1000 mg naponta kétszer) vagy placebot kaptak. Az els6dleges végpont az
ICD sokkot igénylé VT vagy VF volt vagy a halal bekovetkezte. Az 1012 ICD-0s beteg
korében a ranolazin és a placebo kozotti kockazati arany 0,84 (95%-0s konfidenciaintervallum:
0,67-1,05; p=0,117) volt az elsddleges végpont tekintetében. A ranolazin kezelés egyéb hatasai
azonban nem voltak szignifikdnsak. Ezek koz¢ tartoztak az elsddleges végpont egyes
komponensei: az ¢letmindség, a kardioldgiai korhazi kezelések és a nem megfelelé ICD-
sokkok is.

A RAND-CFR vizsgalat (NCT01754259) egy kisebb csoportjaban diffuz ateroszkler6zissal
és/vagy mikrovaszkularis diszfunkcioval rendelkez6 cukorbetegek vettek részt (241). Itt a
ranolazin T-hullam heterogenitasra gyakorolt hatasat vizsgaltak. Fizikai nyugalomban a
ranolazin csoportban a T-hullam heterogenitas 28%-kal kisebb volt. Terhelés soran azonban a
ranolazin adas alatt mért értékek szignifikdnsan nem kiilonboztek a placebo csoporttol. A
vizsgalat arra is ravilagitott, hogy a repolarizacids eltérések csokkenése latszolag fiiggetlen volt
a szivizom véraramlésaban bekovetkezd valtozasoktol.

Nyolc randomizalt klinikai vizsgédlat metaanalizisében Gong ¢és munkatarsai
megallapitottak, hogy a ranolazin szignifikdnsan csokkenti a PF el6forduldsat kiilonbozo
klinikai koriilmények kozott (242), példaul akut koronaria szindroma (ACS), szivmiitét és a PF
elektromos kardioverziojat kovetden (relativ kockazat=0,67, 95%-0s konfidenciaintervallum:
0,52-0,87, p=0,002). Tovabba a ranolazin és az amiodaron egyiittes alkalmazéasa egyrészt 1,23-
szor magasabb PF-konverzios aranyt mutatott, valamint szignifikansan, mintegy 10 oéraval
rovidebb konverzids id6t eredményezett a kizardlag amiodaron alkalmazasahoz képest.

A fenti bizonyitékok alapjan a ranolazinnak terapias szerepe lehet a pitvari €s kamrai eredetli
szivritmuszavarok kezelésében. Tovabbi 3. fazisu klinikai vizsgalatokra van sziikség a
gyogyszerben rejlo lehetdségek tovabbi kihasznaldsara.

2.24. Eleklazin (GS-6615)

A ranolazin mellett eddig az eleklazin volt az egyetlen szelektiv Inakessi gatlo
gyogyszerjelolt, amely eljutott a 3. fazisu klinikai vizsgalatokig. Az els6 vizsgalatban az
eleklazin biztonsagossagat, toleralhatosagat és a QT-intervallum rovidiilésre gyakorolt hatasat
vizsgaltak LQT3-szindromas betegeknél. 24 hét elteltével a naponta atlagolt korrigalt QT-
intervallum szignifikansan (8,5 ms) rovidebb volt, mint a kiindulasi érték. A vizsgalt
populacidban csak egy betegnél fordult elé sulyos mellékhatas vesekdvesség formajaban.
Kimutattak, hogy az eleklazin gyors kinetikaval kotédik a Nay-khoz, minimalis hatassal van
mas ionaramokra és kedvezétlen mellékhatasok nélkiil blokkolja a Ivakessi-Ot (243). Az
eleklazin roviditette az APD-t és a QT-intervallumot, cs6kkentette a repolarizacio térbeli és
idébeli eloszlasat és elnyomta az adrenalin altal kivaltott VT-t (244).

32



A masik vizsgalat (LIBERTY-HCM) hipertrofias kardiomiopatiaban szenvedd betegeket
célzott meg, ahol az eleklazin fizikai terhelhetOségre gyakorolt hatasat vizsgaltak. Ebben a
vizsgalatban az eleklazin nem bizonyult jobbnak a placebohoz képest (245). Az eleklazin
legutolso tesztelése a 2. fazisi TEMPO vizsgalat soran tortént. A vizsgalatban VT/VF-ban
szenvedd ¢és ICD-ral rendelkezd alanyok vettek részt. A vizsgalat eredményei azt mutattak,
hogy az ICD-sokkok aranya magasabb volt az eleklazinos csoportban a placebd csoporthoz
képest. 2016 végén az eleklazin tovabbi fejlesztését minden indikacidra vonatkozdan
leallitottak.

33



3. 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 humdén 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 humén kamrai szivizomsejtekrol.
1. Mivel a kutya kamrai szivizomsejteket altalaban a humén kamrai sejtek jo modelljének
tartjak elektrofiziologiai szempontbol (52,75,94,149,227), ezért szerettiik volna rogziteni és
Osszehasonlitani a Inaxessi AP alatti profiljat kutya-, tengerimalac- és nem beteg emberi szivbol
nyert kamrai sejtekben. Ezzel egy 1épést szerettiink volna tenni a kisérletes kardiologia azon
célja felé, hogy keressiink egy olyan allatmodellt, amely helyettesitheti az igen korlatozott
mennyiségben rendelkezésre 4ll6 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 kés6i natriumaram bal kamrai szivizomsejtek
elektrofiziologiai tulajdonsagainak kialakitasaban jatszott szerepét.
3. Vizsgalni szerettiik volna tovabba, hogy a Nay-K inaktivacidjat megakadalyozd6 Anemone
toxin 11 (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 Inaksssi gatlasa megvalosithato-e a Inakorai-tol teljesen
fiiggetlentil.
6. Valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy élesen kiilonbdzik-e a szelektivnek mondott Inakéssi
gatloszerek, illetve az ,,altalanos” I/B osztalyu Nay gatloszerek esetén leirt frekvenciafiiggd
INakessi gatlas.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt prepardtumok

Meéréseinkhez kisérleti célra tenyésztett keverék kutyadk és tengerimalacok sziveit,
illetve transzplantacids célbol eltavolitott human sziveket hasznaltunk fel. A kisérleti allatokkal
kapcsolatos valamennyi beavatkozas az Europal 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)
alkalmazasaval 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 fajdalmas Osszecsipése) és az
allkapocszaras tonusanak vizsgalataval két percenként monitoroztuk. A miitéti beavatkozas
azutan kezdddott, amikor mindkét oldalon hidnyzott a szemhéjzarési reflex, a fajdalomingert
kovetden nem tapasztaltunk sem végtagelhiizast, 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 billentyliket transzplantacids célra eltavolitottdk, a megmaradt kamrai szovetet
hasznaltuk fel kisérletes céljainkhoz. A sziveket az eltavolitast kovetden kardioplégias oldatban
taroltuk.

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

4.1.1 Szivizomsejtek izoldlasa

A kutyak mellkasanak megnyitasat kovetéen a szivet gyorsan eltavolitottuk, majd ezt
kovetden a bal eliils6 leszallo koronaria agat (LAD) kaniilaltuk, és ezen keresztiil perfundaltuk
a szivizomzatot Langendorff apparatus alkalmazasaval. Az emberi sejtizolalas soran is az
ugynevezett anterograd szegmens-perfizios technikat alkalmaztuk (246,247).

A perfuziot megkezdve 5 percig Ca?*—mentes, taurinnal (2,5 g/l), 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.

Ezutan a preparatumot nagyjabol 30 percig perfundaltuk ismét a JIMM alapoldattal. Ezt az
oldatot kiegészitettikk még kollagenazzal (660 mg/l, 325 U/mg, Type IL.), borju albuminnal
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(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 megfeleléen félkor formaji metszést ejtettiink
a szivesucs felé a kamrafal kozépsé rétegében. Az elfolydsodott izomszdvet réteget Kis
darabokra vagtuk, majd ezeket a darabokat 50 uM kalciumot tartalmazé moddositott MM
modositott JMM oldattal tobbszor llepitettiik, szlirtiik és mostuk. Az izolalast kovetden a
szuszpenzidban levo sejtek mintegy 30—60 %-a kozel téglalap keresztmetszetl, €les szEli, ép
citoplazmaju 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 ¢letképességét.

A sejtizolalas végezte utdn két-hdrom 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 aortanal fogva Langendorff apparatusra rogzitettiik, majd Tyrode
oldattal (NaCl 135 mM, KCI 5.4 mM, CaCl; 1 mM, MgCl, 1 mM, NaH2PO4 0.3 mM, HEPES
10 mM, gliikéz 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 torténé perfuzio kovetkezett enzimatikus emésztés céljabol.
Ennek végeztével a bal kamrat apro darabokra vagtuk, majd a legutobb leirt, kollagenazt és
proteazt is tartalmazo oldatban inkubaltuk tovabbi 40, 60, illetve 80 percig 37 °C-on, hogy
megkapjuk a 8. dbran szemléltetett izolalt bal kamrai szivizomsejteket. Az inkubacios periddus
végeztével a sejtszuszpenziot atmostuk és modositott, bikarbondtot is tartalmazd Tyrode
oldatba (121 mM NaCl, 4 mM KCl, 1,3 mM CaClz, 1 mM MgClz, 10 mM HEPES, 25 mM
NaHCOs, 10 mM gliikoz; pH=7,35; tovdbbiakban: BTy) helyeztiik. A BTy oldat ozmolalitdsa
300+3 mOsm volt. A sejtszuszpenzidt felhasznalasig szintén 14-16 °C-on taroltuk.

8. dbra: Izoldlt kutydbdl szarmazo bal kamrai szivizomsejt az emésztési és sziirési protokollt
kovetéen, mikroszkop alatt vizsgdlva. A kisérletekre legmegfelelobb sejt éles szélii, téglalap
alaku, tiszta citoplazmat és ép harantcsikolatot mutat.

4.2. Elektrofiziologiai mérések

Valamennyi kisérletiink kezdetekor a szivizomsejteket (vagy multicelluléris
preparatumokat) megfelelé 0,5 ml térfogatu plexiiiveg mérékadba helyeztiik, melyet egy
invertalt mikroszkop (Nikon Eclipse TE2000-U vagy Diaphot 300) targyasztalaba épitettiink.
A mikroszkopot egy rezgésmentes asztallal €s Faraday-kalitkdval egyiitt hasznaltuk. A
mérdkadat folyamatos 1-2 ml/perc sebességgel BTy oldattal perfundaltuk gravitacio-vezérelt
perfuzids rendszerrel a mérések kozben. Az ettdl eltérd Osszetételli oldatokat az egyes
fejezetekben kiilon emlitem. A mérékadban levé oldatok homérsékletét egy
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homérsékletszabalyzd (Cell MicroControls) segitségével allandé 37 °C homérsékleten
tartottuk. Ennek az oldatnak az ozmolalitisa 300 £ 3 mOsm volt. Ezt géznyomasos
ozmométerrel (Vapro 5520) ellendriztiik. Az oldatok pH-jat megfelel6 mennyiségi HCI és
NaOH (extracellularis oldatok esetén) vagy KOH (intracellularis oldatok esetén)
hozzéadasaval Orion 3 Star pH méro 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.
Az elektrofiziologiai mérések kivitelezéséhez legtobbszor Multiclamp 700A és 700B
erdsitoket hasznaltunk a 9. dbréan feltiintetett elrendezésben. Ettd] eltérd esetben a
mérémiiszert kiilon részletezve emlitem a szovegben. A szamitogépes vezérléshez és
adatgytjtéshez pClamp 10.0 szoftvert alkalmaztunk. Az erdsitd €s a szamitogépes szoftver
kozotti kapesolatot Digidata 1440A vagy 1332 analdg-digitalis jelatalakitd teremtette meg.

4.2.1. Patch-clamp technika

A mérésekhez 2-3 MQ ellenallasu boroszilikat mikroelektrodakat (patch pipetta)
hasznéltunk. A patch pipettdkat és a hegyes mikroeletroddkat egyardnt a P-2000 tipust
pipettahuzé segitségével készitettiikk el. Miikodési elviiket tekintve a piacon a platina vagy
nikkel-krom filamenttel, illetve CO2 1ézerrel miik6do termékek kaphatoak. A P-2000-es tipus
1ézerrel mikddik, ezért boroszilikat és kvarcliiveg megmunkalasara is képes. A piacon ez az
egyik legkisebb hegyet eldallito késziilék, ezért esett erre a valasztasunk. A hegyes elektrodarol
¢s a patch-pipettarol késziilt képeket a 9. abran tiintettiik fel.

9. abra A CO; lézerrel miitkodo pipettahizo abrazolasa, jobb feliil egy patch pipetta, mig jobb
alul egy hegyes mikroelektroda az elkészitést kévetden.

Az éltalanosan hasznalt pipettdban levé belsd oldatunk az alabbi anyagokat tartalmazta:
120 mM K-aszpartat, 30 mM KCI, 3 mM MgATP, 10 mM HEPES, 3 mM Na-foszfokreatin,
0,01l mM EGTA, 0,002 mM cAMP, 10 mM KOH; pH=7,3. Az intracellularis oldatok
ozmolaritdsa: 285 £ 3 mOsm volt. Amely kisérleteknél az eredeti oldat mddositasat
alkalmaztunk, ott ezt kiilon feltiintetem a szovegben. A legtobb kisérletnél nem, vagy csak
minimdlis mennyiségben hasznaltunk kalcium-kelatort. Szerettiink volna a fiziologiashoz
minél kozelebbi allapotot elérni és sziikségilink volt a sejtek folyamatos 0sszehuzddasanak
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biztositasara. Ezért hasznaltunk az intracellularis oldatban az ATP-t és a foszfokreatint is. A
sejtek in vivo miikddését szerettiink volna leutanozni a lehet6é legmegfelelébben. Az ATP-nek
szamottevo hatdsa van a fesziiltségfliggd aramok amplituddjara €s kinetikajara, ezért szerettiik
volna ezt standardizalni (248). Ezen kiviil az ATP-fliggé K+-aramot is befolyasolhatja az ATP
(249).

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 hossza 1,5 V nagysagu elektromos impulzusok
hasznalataval tortiikk 4t a pipetta hegye alatti membrandarabot, hogy elérjiilk az egészsejtes
elrendezést (250). A sejtek membranfeliiletének kapacitasat minden kisérlet el6tt 10 ms hosszu,
=10 mV-rol =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 nagyjabél 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 Naz-foszfokreatin, 0.002 mM cAMP, 10 mM
BAPTA, 2,48 mM CaCly; pH=7.2.

10. dabra: Az APVC méréseknél alkalmazott kisérleti elrendezés sematikus abrdja. A sejteket
plexitiveg mérdokadba helyeztiik (5), melyet egy invertalt mikroszkop (6) targyasztalaba
épitettiink. A mikroszkdpot egy rezgésmentes asztallal (7) és Faraday-kalitkaval (8) egyiitt
hasznaltuk. A szivizomsejtekbol elvezetett aramjelet egy erdsité (1), majd egy analog-digitalis
jelatalakito (4) tovabbitia a szamitogéphez (2). A munkat a gravitdcio-vezérelt perfiizios
rendszer (9) és a hdmérsékletszabalyzo (3) is segitette. A jobb oldali foté a laborunkban késziilt.
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4.2.2 Akcios potencialok elvezetése egyedi szivizomsejtekrol

A patch-clamp technika teljes sejtes elrendezésében, aram-clamp lizemmodban a sejteket
folyamatosan 2 ms szélességli négyszog alaka impulzusok alkalmazasaval ingereltiik. Az
aramimpulzusok amplitidojat a kiiszobinger 150 %-ara allitottuk, hogy az ingerld jel és az AP
felszallo szara jol elkiiloniiljon egymastol. Az AP-okat 100 kHz-es mintavételi frekvenciaval
digitalizaltuk és taroltuk a késdbbi 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 eldtt legalabb 100 ciklust vartunk, hogy bealljon az egyenstlyi allapot. A
frekvenciafiiggést el6szor kontroll koriilmények kozott (BTy oldatban) vettiik fel, majd 10, 30
¢s 100 nM ATX-11-vel torténd kezelés utan rendre megismételtiik.

4.2.3. Akcios potencial fesziiltség-clamp

crer

specialis, ugynevezett ,,akcios potencial fesziiltség-clamp” (APVC) moddszer két valtozatat
alkalmaztuk tengerimalac, kutya és human szivizomsejteken. Az egyik a sejt sajat AP-jat
hasznalja fesziiltségparancsként (n. ,,sajat APVC” — sSAPVC), ahogy ezt a 11. abra jobb fels6
elsd sordban lathatjuk, mig a masik technikéval egy kordbban rogzitett, ,kanonikus”
midmiokardialis AP-t hasznalunk parancsjelként (Gn. ,kanonikus” APVC - cAPVC)
(131,251).

Az akcios potencidlokat aram-clamp lizemmodban régzitettiik 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 alaki impulzussal
ingereltiik ugy, hogy a stimulus miitermékét az akcios potencial felszallo szaratol jol el tudjuk
kiiloniteni. A SAPVC esetén minden sejtrél 5-10 percig vezettiink el AP-okat 100 kHz-es
mintavételi frekvencidval, majd ezek koziil kivalasztottuk az adott sejtre leginkabb jellemzot.
Ezt a jelet hasznaltuk ugyanazon a sejten és ugyanolyan ingerlési frekvencidval
fesziiltségparancsként, immar fesziiltség-clamp modban. Az igy kapott ,,hattér” aramjel (Inater)
— a kezdeti néhany ms kapacitiv tranziensének kivételével — a nulla vonalban futo vizszintes
gorbe volt. A CAPVC kisérletek soran egy korabban rogzitett, ,,.kanonikus” midmiokardialis
AP-t hasznaltunk parancsjelként. Ezen kisérletek soran 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 SAPVC-vel szemben, hogy kikiiszoboli az daramjelek azon kiilonbségeit,
melyek a sAPVC esetén az egyedi, csak az adott sejten alkalmazott fesziiltségparancsbol
adodnak. Ugyanakkor a sSAPVC esetén a sejteken a leginkabb fiziologias fesziiltségparancs
hatéaséra létrejovo aramjeleket tanulmanyozhatjuk.

Az aramjeleket mindkét APVC technika esetén az Un. ,,szekvencidlis iondramelkiilonités”
modszerével (252) rogzitettilk. Ennek lényege, hogy az egyes ionaramokat specifikus
gatloszereik megfeleld szekvencidban torténd alkalmazasaval meghatarozhatjuk ugyanarrdl a
sejtrol. A fesziiltségparancs folyamatos alkalmazasa soran, a hattéraram (Inaer) rogzitése utan
hozzaadjuk a perfuzids oldathoz az elsé vizsgalni kivant aram specifikus gatloszerét, mely
kimetszi a neki megfeleld aramot a hattérarambol (Iszer1). EbbOl meghatarozhaté az eredeti AP
alatt folyo elsé aram profilja (I1 = lhawer— lszer1). Ezt kovetéen a tovabbi ionaramok szelektiv
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gatloszereit alkalmazva meghatarozhatoak az eredeti AP alatt folyo aramok (Az n-edik
iondram: In = lszern-1) — lszer(n)). Minden egyes szerrel legaldbb 5 percig perfundaltuk a sejteket,
hogy a hatasok teljesen kifejlodjenek.

Vizsgalataink az aldbbi hdrom jelentés tényezé miatt nagyon jol kozelitik az élettani
koriilményeket. A sejt sajat AP-jat, vagy egy ahhoz nagyon hasonl6 ,kanonikus” AP-t
hasznalunk fesziiltségparancsként. Az intra-, és extracellularis oldatokban élettani, vagy ahhoz
nagyon hasonld folyadékosszetételeket alkalmaztunk. Tovabba nem avatkoztunk be exogén
Ca?"-pufferekkel a sejt sajat kalciumhéztartasaba.

fesziiltségparancs

50 mvV

100 ms

referencia aram

\ 0 AF ---

kompenzacids |

ar'amOAIF---—- ---------------- x-.-.e-. _______

Gatlészer

az eredeti AP
alatt foly6 aram

Gatlészer-érzékeny aram

11. abra: Az APVC technika elve a TTX szenzitiv aram (Ina iéssi) példdjan keresztiil. A zld szinii
analog gorbe a fesziiltségparancsként alkalmazott sajat AP-1, a kék szin a fesziiltségparancs
alkalmazasara kialakulo referencia aramot jeloli. A kompenzacios aramot piros szinnel
jeloltiik. Az abran a szaggatott vonalak a nulla vonalat jelolik. A referencia aram (kék) és a
kompenzdcios aram (piros) kiilonbségének megfeleld valodi (AP alatti) hatoanyagszenzitiv
iondram fekete szinnel van feltiintetve. Részletes magyarazat a szovegben.

4.2.4. Hagyomanyos fesziiltség-clamp kisérletek

Kutya, tengerimalac és humdan izolalt szivizomsejteken is végeztiink hagyomanyos
fesziiltség-clamp  kisérleteket, négyszég alaki impulzusok parancsjelként torténd
alkalmazaséval, allando tesztpotencidlok mellett a Inakessi aramslirliségének és inaktivacios
kinetik4janak megallapitasa céljabol.

Ebben az esetben kiils6 oldatként HEPES-t tartalmaz6 Tyrode oldatot hasznaltunk, amely
az alabbiakat tartalmazta (mM-ban): NaCl 144, NaH2PO4 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,
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0,5 uM HMR-1556-tal és 0,1 uM dofetiliddel egészitettiik ki a Ca?*-, és K*-dramok gatlasa
céljabodl. A pipettaoldat Osszetétele a kovetkez6 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 térténd depolarizacioval
hataroztuk meg. Ezt a fesziiltségprotokollt alkalmaztuk a szerek alkalmazasa el6tt és utan. Az
aramgorbéket ezt kovetden kivonassal hataroztuk meg. A Inaxessi aramstirliségét az impulzus
kezdete utan 50 ms-mal olvastuk le. Az aramintegral meghatdrozasakor a kezdeti 20 ms-ot
kizartuk az értékelésbol, hogy minimalizaljuk a Inakorai hozz4jaruldsat a vizsgalt aramgdrbéhez.

A Inakessi egyensulyi inaktivacio fesziiltségfiiggésének vizsgalata érdekében a =20 mV-0s
tesztpotencial elott 2 s hosszasagu, —130 és —40 mV kozotti eléimpulzusokat alkalmaztunk. Az
ezen eléimpulzusok soran mért csucsaramokat (Iteszt) @ =130 mV-os eléimpulzus soran mért
csticsaramra (Imax) normalizaltuk, és ezeket a lteszt/lmax aranyokat a megfeleld eléimpulzus-
potencialok fiiggvényében abrazoltuk. Az adatokat Boltzmann-fiiggvénnyel illesztettiik.

4.2.5. Akcios potencialok elvezetése multicellularis preparatumokbol

Az AP-ok rogzitéséhez 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 hianya vagy a csatornafehérjék esetleges karosodasa). Ebben a kisérleti
elrendezésben bizonyos szempontok szerint jobban helyettesithetjiik az in vivo koriilményeket
(90). A transzmembran potencialokat 3 M KClI-dal t6lt6tt tiveg mikroelektrodakkal rogzitettiik,
amelyek ellenallasa 10-20 MQ kozott volt. Ezeket az elektrédakat egy nagy impedanciaji
elektrométer (MDE GmbH, Heidelberg, Németorszag) bemenetéhez csatlakoztattuk. A
preparatumokat egy platina elektrodaparral 1 ms széles, a kiiszobérték kétszeresének megfeleld
amplituddju 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 rogzitettilk, majd valtoztattuk a CL-t, igy
Osszességeben egy egyensulyi frekvenciafiiggést rogzitettiink, viszonylag révid 1d6 alatt. Az
AP-kat egy ADA 3300 adatgyiijt6 kartyaval (Real Time Devices Inc.) 100 kHz-es frekvencian
digitalizaltuk, majd a késobbi elemzésig taroltuk. Miutan valamennyi CL-on rogzitettiik a
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
elektroda pozicidt. Amennyiben az elektroda kimozdult a prepardtumbol, megkiséreltiik az
elektrédat Ojra pozicionalni. Azonban, ha az Ujra pozicionalast kovetden rogzitett AP
paraméterei tobb mint 5%-kal eltértek a korabbi paraméterekhez képest, a kisérletet elvetettiik.
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4.3. Az APD rovidtavu beat-t0-beat variabilitasanak meghatdarozdsa
izolalt szivizomsejtekben

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

SV=X(|APDi+1-APDi|)/[Nites*V2]

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%-0S szintjén, az nges pedig az elemzett egymast kovetd
itések szamat (253). A SV valtozasait Poincaré-abrak formajaban mutatjuk be, ahol 50
egymast kovetd APD-értéket 4brazolunk, mindegyiket az el6z6 AP iddtartaméval
Osszehasonlitva.

4 4. Statisztikai elemzés

Az eredményeket szamtani kozépérték + szamtani kozépérték koriili standard hibaként
(SEM) fejezziik ki. A csoportok Osszehasonlitasakor egyszempontos varianciaanalizist
(ANOVA), Student-féle kétmintas t-probat, illetve dnkontrollos t-probat alkalmaztunk az adott
statisztikai kérdéskornek megfelelden. Az adatok kozotti korrelaciok meghatirozasdhoz
lineéris regressziot hasznaltuk. A korreldciokat Pearson-féle korrelacios 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
multicelluldris preparatumok szdmat jeldli. A kiilonbségeket akkor tekintettiik szignifikdnsnak,
ha a p kisebb volt, mint 0,05. Az adatok feldolgozasa, elemzése €s az abrak készitése Excel
(Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) és Origin 2015 programmal tortént.

4.5 A kisérletek soran hasznalt egyéb vegyiiletek

Az egyes kisérleti elrendezésekben (amelyet egyenként az adott kisérletsorozatnal emliteni
is fogok a disszertacio tovabbi részében) kiilonbozo gatloszerek alkalmazasara volt sziikség,
hogy kizarjuk az adott specifikus aramokat.

A kisérletekben hasznaltunk nizoldipint, dofetilidet, E-4031-et, HMR-1556-o0t, chromanol-
293B-t és ATX-II-t is. Ezeknek az anyagoknak a hatasait a . tablazat foglalja 6ssze. Probaltunk
olyan koncentracioértékeket valasztani, melyek az esetleges zavard ionaramokat megfeleld
mértékben gatoljak. Azért ezeket a vegylleteket valasztottuk, mert ezek specifikus
gatloszernek tekinthetdek és laborunkban kordbban mar szamos alkalommal felhasznalasra
keriiltek egyéb kisérletek kapcsan.
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Kisérleteknél
Gatloszer Gatolt ionaram hasznalt 1Cso érték
koncentracio
Nizoldipin Ica L 1 uM 10 nM
Dofetilid Ikr 0,1 uM 31,5nM
E-4031 Ikr 1 uM 10 nM
HMR-1556 Iks 0,5 uM 10,5 nM
Chromanol-293B Iks + lo 100 uM 1,8 uM
Kisérleteknél
Indukaloszer Indukalt ionaram hasznalt ECso érték
Kkoncentracio
ATX-I11 INa 1és 10 nM 7nM

2. tablazat A kisérletek soran hasznalt gatlo és indukadloszerek és tulajdonsagaik felsoroldsa
(gatolt ionaram, Kisérleteknél hasznalt koncentracio, maximalis hatas felét létrehozo dozis:
ICs0/ECs0)
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5. Eredmények

5.1. Az optimalis TTX-koncentrdacio meghatdrozdsa

El6szor a Inakessi elemzéséhez sziikséges optimalis TTX-koncentraciot 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 12. dbra felsé soraban feltiintetett reprezentativ mérések azt mutatjak, hogy
a TTX hatasa 10 uM-0s koncentracional szaturalodik. Az adatok Hill-egyenlethez valo
illesztésével kapott koncentracio-aramsiiriiség gorbék alapjan (12. abra B és C panel) a 10 uM
TTX az aram kortilbeliil 87% -os gatlasat okozta. Ezért 10 uM TTX-t valasztottunk a Inakessi
vizsgalatara a késobbi fesziiltség-clamp kisérletekhez. Fontos megjegyezni, hogy ez a
megkozelités valoszinileg kissé aldbecsiili a Inakessi aramstiriségét és integraljat. Ennek
megfeleléen a magas TTX-affinitast ,,neuronalis” Nay-k mikodését nem monitoroztuk, és az
alacsonyabb (nanomolaris) TTX-koncentraciok hatasait sem vizsgéaltuk. Ez némileg torzithatja
a 12. abra B és C paneljeinél feltiintetett a TTX-ra kapott fél maximalis effektiv koncentracio
(ECso) értékeket. Ezeket a méréseket 1 uM nizoldipin jelenlétében hajtottuk végre, hogy
gatoljuk az L-tipust Ca®* dramot, mivel a magas TTX koncentracié gatolja a Ca?* aramot is
korabbi kutatasok szerint (254,255).
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12. dabra: A tetrodotoxin (TTX) koncentraciofiiggd hatdisa izolalt kutya kamrai
szivizomsejtekben APVC koriilmények kozott. A jobb osszehasonlithatosag érdekében a
kanonikus AP-okat hasznaltuk parancsjelként (A panel felsé sora). Tovibba, hogy kizarjuk az
lcaL zavaro hatdsat, ezeket a kisérleteket 1 uM nizoldipin jelenlétében végeztiik el. Az A panel
masodik soraban a TTX dltal gatolt Inuiessi reprezentativ felvételei lathatoak, melyeket a
sejtkapacitasra normalizaltuk. A TTX-expozicio minden esetben 5 percig tartott. B panel: A
Inakessi legnagyobb dramsiiriiségére vonatkozoé koncentracio-aramsiiriiség gorbe. Az akcios
potencial csucsatol szamitott elso 15 ms-ot kizartuk az analizisbol. Az integralt és a
csucsértéket is az ezutan mért értékekbol hataroztuk meg. C panel: A Ingrsssi dltal szadllitott
toltésre (az aram integrdljara) vonatkozo gorbe. B és C panelen lathato gorbéket az adatok
Hill-egyenlethez valo illesztésével kaptuk. A szimbolumok és a savok az atlag + SEM értékeket
Jjelolik, a zardjelben lévé szamok jelzik az 5 dllatbol szarmazo vizsgalt sejtek szamat.

5.2 A kutya és tengerimalac kamrai sejtekben rogzitett Ingiéssi valodi
profiljai sajat APV C koriilmények kozott

Amint a 12. abran (kanonikus APVC nizoldipin jelenlétében) és 13. abra A paneljén (sajat
APVC nizoldipin nélkiil) is lathatjuk; a kutya Inakessi —nNal megjelent egy ,,decrescendo” profil,

tehat az AP idébeli lefolyasa alatt az amplitiddd monoton csokkent. Ezzel szemben a
tengerimalac kamrai szivizomsejteknél az dram amplitiddja a platd fazis alatt nétt, és csak a
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terminalis repolarizacio soran csokkent nullara (13. abra D panel), tehat egy ,,crescendo” profilt
mutatott. Ezeket a kiilonbségeket tiikrozik a kutya- és tengerimalac sejtekben kapott aram-
fesziiltség gorbék, ahogy ezt a 13. dbra B és E paneljeinél is lathatjuk. Tovabbi kvantitativ
mérésekkel vizsgaltuk a Inaxessi alakjat, ezért meghataroztuk a TTX-érzékeny aramsiriségét
az APDgo 20%-4anal , 50%-anal és 100%-anal, ahol az APDgo a 90 %-os repolarizacional mért
AP hosszat jelenti. Ennek megfelelen a Inaxessi aramstirtisége 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 aramstirtisége 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
aramstlriség nem kiilonbozott szignifikansan a két faj kozott. Bar a széllitott Ossztoltés
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 aramintegralok hasonlé tartomanyba
estek.
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13. dbra: A kutya (A-C panel) és tengerimalac (D-F panel) kamrai sejtekben rogzitett Ing rsssi
valodi profiljai sajat APVC koriilmények kozott. Az aramokat 10 uM TTX felhasznadlasaval
nyertiik. A és D panel: Reprezentativ Inaessi Profilok. A parancsjelként hasznalt AP-ok a panel
felsd részén lathatoak. B és E panel: Ugyanezen mérésekbol nyert aram-fesziiltség gorbék. C
¢és F panel: Az APDgo 20%-danal, 50%-anal és 100%-andl mért Ing iessi aramstiriiségek (APDaoo:
a 90%-os repolarizdaciohoz tartozéo AP hossz). A konfidencia intervallumok az dtlag + SEM
ertekeket, a fekete pontok egyedi adatokat jelolnek, a zardjelben 1évé szamok pedig a vizsgalt
szivizomsejtek | a vizsgalt dllatok szamdat jelzik.
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Kutya Tengerimalac s
(n=7) (n=19) p ertek
A
APDgistE/Kda“al (A/F) -0,52 + 0,09 0,21+ 0,05 2,45x102
TTX APD0 50%-anal (A/F
szenzitiv i SE;f“"‘ (A/F) -0,34 £ 0,06 -0,25+ 0,04 8,97x107
ionaramok YA
APDqg, ilg% f/l anal (A/F) -0,03 + 0,02 -0,78 + 0,07 9,13x10°3
Szallitott ossztoltés (C/F) 0,07+ 0,01 0,09 + 0,01 1,21x102

3. tablazat: A TTX szenzitiv ionaramok és a szdllitott dssztoltés a 13. dbran részletezett
kiserleti elrendezésben.

5.3 A parancsfesziiltség alakjanak hatdsa a Inaiéssi profiljara kutya
szivizomsejtekben

Ahogyan korabban emlitettiik, a Inakessi profiljat kutya szivizomsejteken hataroztuk meg
APVC koriilmények kozott, két eltérd kisérleti csoportban. Az elsd csoportnal kanonikus
APV C-et hasznaltunk, €s a Inakessi-0t 1 uM nizoldipin (12. dbra , n=9/5) jelenlétében hataroztuk
meg. A masodik csoportban sajat APVC-et hasznéltunk nizoldipin jelenléte nélkiil (13. dbra A
¢s C panel, n=7/4). Bar az aramdenzitas értékek valamivel kisebbek voltak nizoldipin
jelenlétében, mégsem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott az APDgg 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
AJF, 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 konfiguraciordl korabban kimutattak, hogy az APVC koriilmények kozott
befolyasolja az aramprofilokat (131,251), megvizsgaltuk, hogy a ,,decrescendo” tipusu kutya
Inakessi megvaltozik-e, ha Kkutya sejteken tengerimalac szivizomsejtekre jellemz6
fesziiltségparancsokat alkalmazunk. A kutya AP id6tartamahoz illesztett kanonikus
tengerimalac AP-okat (14. abra B ¢és E panel) és egy atlagos tengerimalac AP platd fazisara
emlékeztetd fesziiltség rampa protokollt alkalmaztunk a kovetkezo kisérletsorozatban (14. abra
C és F panel). A rampa - 80 mV-rol indult, 10 ms-ot t6ltétt + 40 mV-on, és 200 ms alatt - 20
mV-ra csokkent. Egyik valtoztatas sem volt képes a kutya ,,decrescendo” aramprofiljanak
atalakitasara ,,crescendo”, tengerimalacszer(i Inakessi profilra. Az aramintegralok is hasonloan
alakultak a kutyasejtekben, fliggetleniil attol, hogy a parancs AP kutya vagy tengerimalac
eredetli volt-e (63,1£9,2 mC/F, n=9/5 versus 65,4+10,7 mC/F, n=6/5).
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14. dbra: A parancsfesziiltség alakjanak hatdasa a \nakessi profiljara kutya szivizomsejtekben.
A-C panel: 4 parancsfesziiltség protokollokat (felsé sor) és a 10 uM TTX-nal 1 uM nizoldipin
jelenlétében gatolt |nuisssi-profilokat (also sor) megjelenité reprezentativ felvételsorozatok
melyeket a sejtkapacitdsra normalizaltuk. Az A panelnél kanonikus kutya AP-t, a B panelnél
kanonikus tengerimalac AP-t, mig a C panelnél egy csékkend fesziiltség rampa protokollt
hasznaltunk parancsjelként a kutya szivizomsejtek ingerléséhez. D-F panel: Az APDgo 20%-
anal, 50%-anal és 100%-anal (100%=APDey) mért INakessi aramsiiriiség ertékek az A-C
panelekben bemutatott koriilmények kozott. A konfidencia intervallumok az dtlag + SEM
ertékeket, a kék pontok egyedi adatokat jeldlnek, a zardjelben lévé szamok a vizsgalt
szivizomsejtek/allatok szamat jelzik.

5.4 Az ATX-1I dltal indukalt TTX-érzékeny aramprofil tengerimalac
és kutya kamrai sejtekben

Korabbi kutatasok alapjan a zold viaszrozsa (Anemonia sulcata) egyik toxinja (Anemone
toxin 1I; ATX-I1) a Nay-k gyors inaktivacidjanak gatlasa soran a szivizomsejtekben a Ina kessi-
hoz hasonl6 aramot valtott ki (256). Tengerimalac szivizomsejtekben a TTX-érzékeny aram
profilja hasonlé volt 10 nM ATX-II hianyaban ¢€s jelenlétében is (15. abra A panel), bar az
aram amplitudojat jelentésen megnovelte az ATX-1l (a 14. D és 12. F paneleket
Osszehasonlitva), azaz az aram mindkét esetben ,,crescendo” profilt mutatott. Ezzel szemben a
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kutya szivizomsejtekben gyakran megfigyeltink 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-1l-koncentraciot alkalmaztunk a végsé kisérletsorozatban.
A TTX-érzékeny éaram ezekben a kutyasejtekben platoszerti alakot mutatott, azaz az
aramstiriségek nagyrészt hasonléak voltak 20%, 50% és 100% APD-nél az ATX-II
jelenlétében (15. abra B és E panel). Az az aramprofil, amely a Inakessi és az ATX-II altal
kivaltott aramkomponenst is tartalmazta jelentdsen kiilonbozott az ATX-II hianyaban
regisztraltaktol (15. abra E panel és 13. abra C panel). Egy masik kisérleti elrendezésben, ahol
csak az ATX-Il-indukalt aramot vizsgaltuk, az ATX-Il-indukalt aram mérsékelt ,,crescendo”
jelleget mutatott a kutya szivizomsejtekben (15. abra C és F panel). A TTX-érzékeny
aramintegralok szignifikansan nagyobbak voltak ATX-II jelenlétében (a kutya szivizomsejtek
esetében 1 nM-os, mig a tengerimalac szivizomsejtek esetében 10 nM-os koncentraciot
alkalmaztunk) a kontroll szivizomsejtekhez képest (kutya szivizomsejteknél: 102+13 mC/F,
n=7/4 versus 679 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
szignifikdnsan nétt a kutyasejtekben 214+13 ms-rol 25717 ms-ra (43,2 ms-0S atlagos
megnyulas, n=7/4, p<0,05), ellentétben a tengerimalac szivizomsejtekben mért adatokkal, ahol
a 10 nM ATX-II altal kivaltott novekedés (192+15-r8l 212420 ms-ra, 19,5 ms-o0s atlagos
megnyulds, n=5/3) statisztikailag nem volt szignifikans. Ezek az eredmények egyértelmiien azt
mutatjak, hogy a kutya szivizomsejtek sokkal érzékenyebbek az ATX-Il-re, mint a
tengerimalac szivizomsejtek. Azonban ami még ennél is fontosabb, hogy az ATX-II altal
indukalt &ramprofil eltér a kutya szivizomsejtekben a nativ Inakessi-tol.

Kutya Tengerimalac
(n=7/4) (n=20/9)
TTX érzékeny Kontroll 67+9 86+11
aramintegral ATX-II indukcié utan 102+13 145+19
(mC/F) p érték: 9,10x10°7 8,62x10°7
APDgo (ms) Kontroll 214+13 192+15
ATX-II indukcié utan 257417 212420
p érték: 1,84x107? 2,94x1072

4, tablazat: A TTX szenzitiv aramintegral és az APDgo értékek a 15. abran részletezett
kisérleti elrendezésben kutya és tengerimalac szivizomsejteket vizsgalva.
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15. dabra: Az ATX-Il indukadlt TTX-érzékeny daramprofilok tengerimalac és kutya kamrai
sejtekben. A panel: Tengerimalac szivizomsejtekben a TTX-érzékeny aramprofil hasonlé volt
(,,crescendo ” profil) 10 nM ATX-II eldkezelés hidnyaban (piros gorbék) és jelenlétében (fekete
gorbék). A megjelenitett dramprofilokat a sejtkapacitasra normalizaltuk. B panel: Kutya
szivizomsejtekben a TTX-érzékeny aramprofil 1 nM ATX-II hatasdara modosult. A kontroll TTX-
erzékeny aramprofilok (piros) kiilonbozé sejtekbdl szarmaznak, melyeket kizardlag a jobb
osszehasonlithatosag kedvéért tiintettiik fel az abran.

C panel: Kutya szivizomsejtekben mért ATX-II dltal indukdlt daramprofil. Az alsé panelek a
Na*-dramsiiriiség értékeket mutatjak, ahol ATX-1I jelenlétében TTX érzékeny (D és E panel)
es az ATX-1l dltal indukalt aramot (F) vizsgaltunk az APDgyo 20%-danal, 50%-anal és 100%-
anal. Az atlag + SEM értékeket, a kék pontok az egyedi adatokat jelolik, a zarojelben lévo
szamok a vizsgalt szivizomsejtek szamat/allatok szamat jelzik.

5.5 A humadn, kutya és tengerimalac szivizomsejtekbdl felvett Ing iéssi
tulajdonsdgainak ésszehasonlitasa

A kovetkezd kisérletsorozatban a Inakessi profiljat (sajat APVC koriilmények kozott) és
kinetikai tulajdonséagait (hagyomanyos fesziiltség-clamp technikaval) hasonlitottuk 0ssze
kutya-, emberi és tengerimalac kamrai szivizomsejtekben (16. abra). A 20 uM TTX-érzékeny
ionaramok hasonldan alakultak az Gsszes szivizomsejt tipusban, amikor a membranpotencialt
a -120 mV-os tartofesziiltségrol a -20 mV-os potencialra valtoztattuk 1 uM nizoldipin, 0,1 uM
dofetilid és 0,5 uM HMR-1556 jelenlétében (16. abra A, B és C panel). Amikor a TTX-
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érz¢keny aram valtozasat monoexponencialis fliggvényre illesztettiik (a kezdeti 50 ms-0S
periodus kivételével), az inaktivacios id6éallando 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 Inaxksssi
inaktivaciojanak idobeli lefolyasa tehat hasonld volt a human és a kutya szivizomsejtekben, de
szignifikansan (p<0,05) lassabban kovetkezett be a tengerimalac szivizomsejtekben. A
megfeleld atlagos aramsiiriség (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 szignifikansan egymastol.
A 16. abra D, E és F paneljein reprezentativ Inaxessi profilokat mutatunk be, amelyeket kutya,
human ¢€s tengerimalac szivizomsejtekbdl rogzitettiink sajat APVC koriilmények kozott. Ezek
az aramprofilok szintén nagyon hasonloak voltak a kutya- és human sejtekben (mindketto
,,decrescendo” karakterisztikaju), mig a tengerimalacban a ,,crescendo” tipus jelent meg.

Human Kutya Tengerimalac

A B C -20 mV

— — — -120 mV

50 pA

100 ms

50 pA
100 ms

100 ms

16. dabra: A humdn (A és D panel), kutya (B és E panel) és tengerimalac (C és F panel)
szivizomsejtekbdl felvett Inq ressi tulajdonsagainak dsszehasonlitasa. Az A, B és C paneleken a
20 uM TTX-érzékeny aramokat tiintettiik fel, amelyeket -120 mV-os tartofesziiltségril -20 mV-
ra négyszog alaku impulzusokkal aktivaltuk 1 uM nizoldipin, 0,1 uM dofetilid és 0,5 uM HMR-
1556 jelenlétében, mig a D-F paneleken a TTX-et hasznaltunk a Ingiessi gatlasara sajat APVC
koriilmények kozott (nizoldipin, dofetilid és HMR-1556 nélkiil).
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Humin (n=5/3) | Kutya (n=13y7) | | ooemalac
Inaktivacios idoallando 6745 013 esrc
(T, ms)
oo (a/;:? :)lsuruseg -0,47+0,05 -0,56+0,04 -0,54+0,14

5. tablazat: Az inaktivacios idoallando és az atlagos aramsiiriiség értékek a 16. dbran
részletezett kisérleti elrendezésben human, kutya és tengerimalac szivizomsejtekben.

5.6 A tetrodotoxin hatasa az APDso-re multicelluldris humdn, kutya
és tengerimalac kamrai prepardtumokban

crer

kamrai preparatumokban a 17. abra mutatja be. Minden preparatumot 2 uM TTX-nal
perfundaltunk, és a méréseket a hatds bedllta utdn végeztiik. A TTX az Osszes ciklushosszon
roviditette az APDgo-t. Az 1 s CL-on mért TTX-indukalt révidiilés a legnagyobb volt a human
(67£16 ms, n=4/3), kdzepes a kutya (21+4 ms, n=5/5) és a legkisebb a tengerimalac (113,
n=7/7) preparaitumokban. A TTX 2 uM-0S koncentracidja nem okozott szignifikans
valtozasokat a RMP-ban és az AP amplitidojaban. A depolarizacié maximalis sebessége
(dV/dtmax) human szivizom preparatumokban 310+48 V/s-os értékrél 259424 V/s-os értékre,
kutya szivizom preparatumokban 231+40 V/s-os értékr6l 169433 V/s-os értékre, mig
tengerimalac szivizom preparatumok esetében 226432 V/s-os értékrdl 176+21 V/s-os értékre
valtozott. Egyediil a kutya szivizom preparatumokon végzett méréseknél talaltunk szignifikans
kiilonbséget a kontroll csoportot és a 2 uM-0s TTX-nal kezelt csoportot dsszehasonlitva.

%U:T/?)l Kutya (n=5/5) Ten(%e:r;/n;;i lac
TTX- indukalt rovidiilés (ms) 67+16 2144 11+3
depolarizacié kontroll 310448 231240 226+32
maximalis TTX-indukalt | 259+24 169+33 17621
sebessége D értek
(dV/dtmax; VIS) | (kontroll-TTX) 0,21 0,02 0,09

6. tablazat: A TTX indukalt révidiilés és a depolarizacio maximalis sebessége a 17. abran

részletezett kisérleti elrendezésben human, kutya és tengerimalac szivizomsejtekben.
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17.abra: A 2 uM TTX hatasa az APDgo-re multicellularis human, kutya és tengerimalac kamrai
prepardatumokban. A kisérleteket frekvenciafiiggd modon végeztiik, ahol a CL fokozatosan
valtozott 0,3 és 5 s kozott. Az 1 s CL-Szal rogzitett reprezentativ AP-parokat abrazoltunk a felso
sorokban (A panel), kékkel a TTX hatas bedllta utani AP-okat, mig feketével a kontroll AP-
okat. A B panelen a 2 uM TTX CL-fiiggd hatdsat lathatjuk az APDeo-re vonatkoztatva. A
konfidencia intervallumok az dtlag + SEM értékeket, a csillagok a kontroll és a TTX-nal kezelt
csoportok kozotti statisztikailag szignifikdans kiilonbségeket jelzik, amelyeket egyirdanyu
ANOVA, majd Student- féle t-proba segitségével hatdroztunk meg. A kiilonbségeket
szignifikansnak tekintettiik, ha a p<0,05 volt. A zardjelben lévo szamok a prepardatumok szamat
[ a vizsgalt dallatok szamat jelolik.

5.2. A GS967 és a mexiletin hatdasa akcios potencial fesziiltség-
clamp koriilmények kozott

Clancy ¢és munkatarsai ,,nem egyensulyi kapuzasi elmélete” alapjan a Nay kapuzasat
szorosan befolyasolja az alkalmazott fesziiltségprotokoll alakja (10). Ennek kapcsan a GS967
¢s a mexiletin Inakessi-ra gyakorolt hatasat akcios potencidl fesziiltség-clamp koriilmények
kozott is vizsgaltuk kanonikus midmiokardialis AP-okat hasznalva parancsjelként. Az 1 uM
GS967 és a 40 uM mexiletin befelé irdnyuld Inakessi profilokat hozott 1étre, amelyeknek az
arams{irisége (az APDgo 50%-anal mérve) -0,37 + 0,07 és -0,28 + 0,03 A/F, az aramintegraljai
pedig -56,7 £ 9,1 és -46,6 = 5,5 mC/F értékiiek voltak. Mivel a Ca®* és a K* aramokat a kisérlet
megkezdése eldtt blokkoltuk, a rogzitett aramprofilokat a GS967 és a mexiletin altal gatolt
Inakessi-nak tekintjiik a szabalyos kamrai AP alatt (18. abra A, B és C panel).

A Inakessi teljes aramstirtiségét 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 Inaessi teljes nagysagat (12. abra B és C panel). Az 1 uM
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GS967 ¢és 40 puM 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 Inakessi-
aramsiiriiség 88%-at és a teljes Inakessi -integral 78%-at, mig a mexiletin a teljes Inakéssi-
aramstiriség 67%-at, illetve a teljes Inakessi -integral 64%-at blokkolta. Ennél is fontosabb,
hogy a GS967 és a mexiletin altal gatolt &ramprofilok eltérd alakuak voltak. A GS967-érzékeny
aram monoton csokkent az AP soran, hasonléan a TTX-érzékeny aramhoz, mig a mexiletin
érzékeny aram nyeregszeru profilt mutatott. Ez a kiilonbség valoszintileg a GS967 haromszor
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18. dbra: A GS967 és a mexiletin hatasai izolalt kutya kamrai szivizomsejtekben akcios
potencial fesziiltség-clamp koriilmények kozott. A panel: 1 uM GS967 és 40 uM mexiletin
(mindkét esetben 7 szivizomsejtben) dltal gatolt atlagos membrandramprofilok 1 uM nizoldipin
+ [ uM E4031 + 100 uM chromanol-293B jelenlétében. Az aramprofilokat a sejtkapacitasra
normalizaltuk és feketével egy masik sejtbol szarmazo TTX altal gatolt aramprofilt jeloltiik a
jobb osszehasonlithatosag kedvéért. A legfelso sorban tiintettiik fel a parancs AP-t a szenzitiv
iondramok felett. B panel: Az aramsiiriiség értékek az APDgo 50%-o0s idétartamanal mérve. C
panel: Az dramintegral értékek, amelyeknél a kezdeti 20 ms-os iddszakot nem vettiik
figyelembe. A hibasavok az datlag + SEM értékeket, a kék és piros pontok egyedi adatokat
mutatnak, a szamok a zardjelben a vizsgalt szivizomsejtek szamdt mutatjak.

54



GS (n=7) Mexiletin
(n=7)
aramsiiriiség APD90 50%-4anal (A/F) -0,37 £ 0,07 -0,28 + 0,03
TTX gatlashoz viszonyitva (%) 88 67
aramintegral (mC/F) -56,7+9,1 -46,6 = 5,5
TTX gétlashoz viszonyitva (%) 78 64

1. tablazat: Az aramstiriiség és aramintegral értékek a 18. abran részletezett kisérleti
elrendezésben kutya szivizomsejtekben.

5.3. 4 GS967 és a mexiletin hatisa az APD beat-to-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 variabilitdsa
hasznalhato (mas néven rovidtava variabilitas, SV). Mindkét paramétert az aritmia kockazat
indikatoranak tekintik (257-260). A tobbsejtes preparatumokkal ellentétben, ahol a
szomszédos sejtek 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 alland6 CL-szal ingereltiink. Ilyen
koriilmények kozott a SV-t 1 uM GS967 és 40 uM mexiletin iS szignifikansan 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 hatdsok nagyrészt reverzibilisek voltak kimosaskor
(19. abra). Mivel maga az APD is ismert, hogy befolyasolja a SV nagysagat, bevezettiik a
relativ SV (RSV) kifejezést (90,261). Ennek megfeleléen RSV = dSV / dAPD, azaz a SV
valtozasat az APD valtozdsahoz normalizaltuk. A RSV értéke szignifikdnsan 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 antiaritmias hatékonysagat jelezheti a mexiletinhez képest.
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19. dbra: A GS967 (A-C panel) és a mexiletin (D-F panel) reverzibilis hatasa a rovidtavi
variabilitasdra izoldlt kutya bal kamrai szivizomsejtekben. A és D panel: Szuperponalt akcios
potencidlok (feketével a kontroll, pirossal az 1 uM GS967 vagy mexiletin hatdasra kialakult és
kékkel a szer kimosdsa utani dllapot). B és E panel: Az AP-k dbrazoldsa Poincare-
diagrammokon. Feketével a kontroll, pirossal az 1 uM GS967 vagy mexiletin hatasra kialakult
és kékkel a szer kimosasa utani dallapotot jeloltiik. C és F panel: APDgo-re és SV-ra gyakorolt
atlagos hatasokat tiintettiik fel. Feketével a kontroll, pirossal az 1 uM GS967 vagy mexiletin
hatasra kialakult és kékkel a szer kimosdasa utani dllapotot jeldltiik. A konfidencia
intervallumok az atlag + SEM értékeket, a kis fekete, piros és kék pontok egyedi adatokat
jelolnek, mig a zdrojelben 1évé szamok a vizsgalt szivizomsejtek szamat jelzik. A csillagok a
gyogyszer eldtti kontroll és a GS967-tel vagy mexiletinnel kezelt csoportok adatai kozotti
szignifikans kiilonbségeket mutatjak.

GS (n=8) Mexiletin (n=8)
SV csokkenés (ms) 1,01 +£0,19 0,63 +0,2
SV csokkenés (%) 42,1 £6,5 24,6 £12.8
p érték 1,37x10°3 2,10x10°3
APD rovidiilés (ms) 32,5+6,9 41,4 +4,1
p érték 3,11x10°3 1,32x10%
RSV (dSV/dAPD) 0,039 + 0,007 0,015+ 0,007
p érték 1,11x1072 4,11x1073

8. tablazat: A rovidtavu variabilitas, az APD révidiilés és a relativ rovidtavu variabilitas a

19. abran részletezett kisérleti elrendezésben kutya szivizomsejtekben.
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6. Megbeszélés

A megnovekedett Inakessi Szamos szivbetegségben jelen van. A megnovekedett Ina kessi
meghosszabbitja a sziv AP-jat, ndveli az [Na']i-t, és a szivizomsejtek Ca?*-tulterhelését 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 patofiziologiai
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 fellépé kamrai
aritmidkban.

Ahogyan azt a korabbiakban bemutattuk ebben a tanulmanyban 6sszehasonlitottuk a human
¢és kutya kamrai szivizomsejtek Inakessi profiljat sajat APVC kortilmények kozott. Ebbol a
szempontbol eredményeink 6sszhangban vannak Murphy és munkatarsai (149) eredményeivel,
akik a kutya Inaxsssi profiljat mutattadk be kanonikus AP-0k alkalmazasaval. A legfontosabb
eredményiink annak bizonyitasa volt, hogy a kutyai szivizomsejtek viszonylag j6 modellként
hasznalhatok a humdan Inaxessi vizsgalatira - ellentétben a mas emldsokbol, koztik
tengerimalacbol, nytlbol és sertésbdl szarmazd szivizomsejtekkel, mivel ez utdbbi fajok
mindegyikében az aram ,,crescendo” profilt mutat (34—36). Ennek a fajok kozotti kiillonbségnek
fontos kovetkezménye, hogy a Inaksssi relativ hozzdjaruldsa az akcids potencidlok
eredményez) novekszik az APD megnyulasaval a ,.crescendo” csoportban, szemben a
,,decrescendo” csoporttal. Valdsziniisithetd, hogy rovidebb APD esetén viszonylag kisebb a
relativ szerepe. Erthetdbben, a Inakessi amplitidoja a termindlis repolarizacié idején a
,,crescendo” tipusu fajokban a legnagyobb, kovetkezésképpen az APD meghosszabbodasa (pl.
HERG-csatorna gétld alkalmazédsa miatt) varhatéan nagyobb befelé irdnyuld 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
id6ben a ,,decrescendo” tipusu preparatumokban, az APD megvaltozasa alig fogja modositani
a Inakessi-on keresztiil térténd Na'-bearamlas nagysagat. Hasonld érvelés alapjan a Inaxsssi
gatlok terdpias hatdsa (beleértve az APD rovidiilését és a sejtek Na* és Ca?* tartalmanak
csokkenését) varhatéoan kevésbé lesz kifejezett a kutya és humdn szivizomban, mint a
tengerimalacbol, nyulbol és sertésbdl szarmazd hasonl6 preparatumokban. Ezt figyelembe kell
venni, amikor a Inaxessi gatloszerekkel vagy modosito anyagokkal végzett farmakologiai
vizsgalatok eredményeit értelmezik vagy extrapolaljadk emberi populéciora, mivel néhany ilyen
vegylilettel végzett vizsgalatot olyan fajokon végeztek, amelyek crescendo Inakessi profilt
mutatnak (75-77). A jelen eredmények alapjan kutya kamrai szovetek vagy szivizomsejtek
javasoltak a Inakessi-mal kolcsonhatasba 1€p6  gyogyszerekkel végzett farmakologiai
vizsgalatokhoz.

Azt is feltartuk, hogy miért novekszik a tengerimalac Inaxsssi az AP plato alatt, mig a kutya
¢s a human Ina kessi csOkken az AP id6beli lefolyasa alatt. A kutya- és human szivizomsejtekben
a Inakessi inaktivacios iddallanddja -20 mV-on 60-67 ms tartomanyban volt, kovetkezésképpen
az dram a terminalis repolarizaci6 idejére gyakorlatilag teljesen inaktivalodott. Ezzel szemben
a tengerimalacban az inaktivaciés idéallandd sokkal hosszabbnak bizonyult (156 ms). Az

57



utobbi esetben az inaktivacio kellden lassu volt ahhoz, hogy a Nay-k jelentds része nyitva
maradjon a termindlis repolarizacid idejére. Kovetkezésképpen a Na* -okra hatd novekvd
befel¢ irdnyuld hajtoeré novelhette a Inakessi amplitidojat a lassu repolarizacidé soran
tengerimalacban (és valosziniileg nytlban és sertésben is). A tengerimalacban jol ismert
,,crescendo” Inakessi profilt eredetileg Clancy és munkatarsai (78) ,,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 inaktivacios kinetika felelGs a tengerimalac ,,crescendo” Inakessi profiljaért. Mivel
a Inakessi egy részét a kutyaszivben a nem-kardialis Nay,-k miitkodésének tulajdonitjak (79)
lehetséges, hogy ezen TTX-érzékeny csatornak relativ hozzajaruldsa, illetve szabalyozo
alegységeik eltérései eltérdek a kutyaban (€s az emberben) a tengerimalachoz (és a sertéshez
vagy nyalhoz) képest. A Inakessi kiillonbozo 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 példaul az inaktivacid és a visszatérés sebessége, az aktivalodas és az
inaktivaci6 fesziiltségfiiggése. Kijelenthetjiik, hogy a Inakessi szint emelkedése minden esetben
kritikus és kozos jellemz6 (80). Mivel a teljes Nay populacionak csak nagyon kis hanyada
jarulhat hozzd a Inakessi generalasdhoz (hasonlitsuk Ossze a Inaksssi néhany tiz pA-es
amplitidojat a Na® csGcsaram tobb nA-es amplitiddjaval), a natriumaram Kkapuzas
makroszkopikus valtozasai patofizioldgiai szempontbol kevésbé relevansak, mint a Inakessi
tényleges nagysaga.

A jelen tanulmanyban ravilagitottunk arra, hogy a kutyasejtekben APVC koriilmények
kozott rogzitett ATX-11-indukalt &ram profilja jelentdsen eltér a nativ kutyai Inakessi alakjatol,
mivel az ATX-Il-indukalt aram mindkét fajban ,,crescendo” profilt mutatott - hasonléan a
tengerimalac-, nyul- és sertésszivek nativ Inakessi-ahoz, de eltér a kutyai szivizomsejtekbol
rogzitett nativ Inakessi-tol. Ez 6sszefiigghet azzal a jol ismert ténnyel, hogy az ATXII lassitja a
Nav-k inaktivacidjat (74). Az ATX-ll-t széles korben hasznaljak a fokozott Inakessi
kovetkezményeinek farmakologiai utanzdsara, ami gyakran patoldgids koriilmények kozott
figyelhetd meg (38). A kutya szivizomsejtekben (vagyis azokban a sejtekben, amelyek a
legjobb modellnek tlinnek a humén Inakessi tanulmanyozasara) azonban ez a megkozelités
félrevezetd lehet a nativ Inaksssi €s az ATX-II altal kivaltott dramprofilok kézott megfigyelt
kiilonbségek miatt. Ennek kovetkeztében az ATX-ll-vel modositott Nay-k a
gyogyszerérzékenységiikben is kiilonbézhetnek a nativ csatornaktol, ami megneheziti az ATX-
IT 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 kozepes mértékii €s a tengerimalac preparatumokban pedig a legkisebb. Ez
a sorrend nem magyarazhatd a Inakessi ismert (€s jelenleg leirt) tulajdonsagaival, mivel az
aramstlirliségek 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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(262,263), amely a human szivizomsejteknél a legkisebb, a kutyaban kozepes erdsségii, és a
jelentds mértékii Iks mellett a tengerimalac kamrai szivizomban a legnagyobb (30,264). Ez egy
tovabbi érv amellett, hogy kutya szivizomsejteket hasznaljunk modellként a késébbiekben. Ez
a repolarizacios 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 osztalyu antiaritmids
gyogyszer (40 uM mexiletin) Inakessi-ra €és Inakorai-fa gyakorolt hatasat vizsgaltuk és
hasonlitottuk 0ssze kutya kamrai szivizomsejteknél a hagyomanyos mikroelektrodas és akcios
potencial fesziiltség-clampes technikdk kombinalasaval. Megdallapitottuk, hogy a Inaksssi
szelektiv blokkolojanak tartott GS967 (26) a Inakorai-Ot is gatolja. Ez a gatlas hasonld a
mexiletinéhez, de nagyobb hatékonysagu. A GS967-et feltételezett szelektiv Inakessi-blokkold
jellege alapjan korabban 1j VI. osztalyl antiaritmias szerként emlitették (265). A szelektiv
Inaxessi-gatlas elméleti lehetOségének megkérddjelezése nélkiill azonban egy alternativ
megkozelitést is figyelembe kell venni. Erdekes és még mindig megoldatlan kérdés az, hogy a
Inakessi szelektiven blokkolhato-e. Bizonyitékok utalnak arra, hogy a szivizomszovetben a Na*
aramot a szivspecifikus Nay1.5-kon kiviil méas Nay-k is vezethetik, amelyekrdl feltételezték,
hogy mind a Inakorei-h0z, mind a Inakessi-N0z hozzajarulnak. Szerepiikre vonatkozoan azonban
még mindig nincs megfeleld funkcionalis bizonyiték, mikozben jelentds fajkozi kiillonbségeket
figyeltek meg (49,51,53,113,187,266-269). Ha ezek a csatornak a Inakessi-ban szerepet
jatszanak, de a Inakorsi-ban nem, akkor farmakologiai gatlasuk szelektiv Inakessi-blokadot
eredményezhet. A GS967-r61 azonban nem mutattak ki, hogy gatolja az ilyen tipust Nay-Kat,
de arrdl beszamoltak, hogy gatolja a sziv tipust Nay1.5-kat (18,19). Ebbdl kifolyolag nehéz
megbecsiilni a neuronalis tipustt Nay-k relativ hozzéjarulasat 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
antiaritmias szer lehetne, mivel szamos in vitro (26-29,270-275) és in vivo (195,272) vizsgalat
alatamasztja a GS967 erds antiaritmias hatasat. Jobb kinetikai tulajdonsagokkal rendelkezik,
mint a mexiletin (amint azt ez a tanulmany is mutatja) és a ranolazin (18), amelyrdl ismert,
hogy elnyomja a Inakessi-ot. A GS967 nagy agyi penetracioval rendelkezik (210), amely
tulajdonsaga miatt a késObbiekben potencialisan 10j antiepileptikus vegyiiletként lehetne
hasznalni (276). Jelenleg nem teljesen tisztazott, hogy a GS967 idegrendszerre gyakorolt
hatédsai kizarjak-e a hatdanyag antiaritmids szerként vald alkalmazasat, azonban egy olyan 1ij
szer, amely a GS967-tel megegyez6 kinetikai tulajdonsagokkal rendelkezik, de nem mutat
kozponti idegrendszeri mellékhatasokat, igéretes jelltnek bizonyulhat a jovobeli fejlesztéshez.

A Nay1.5-knak tobbféle nyitott és zart allapota is lehet (80) kiilonb6zé gyogyszer-kotési
tulajdonsagokkal, amelyek az aktivalodott, az inaktivalodott és a nyugalmi csatornaallapotokat
szabalyozzak. Ennek megfelelden a csatornak kotéhelyeivel kdlcsonhatasba 1€p6 gyogyszerek
a csatorndk tényleges nyitott vagy zart allapotatol fiiggden valtozo hatast gyakorolhatnak a
INakorai-Ta €s a Inakessi-ra. Ha egy gydgyszer gyorsan €s nagy affinitdssal kotddik a nyitott és
inaktivalodott  csatornaallapotokhoz, ¢és  gyorsan disszocial a zart nyugalmi
csatornaallapotokbol, akkor nagy valdsziniiséggel nem a Inakorai-Ot, hanem a Inakessi-ot gatolja.
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Ennek az az oka, hogy a csatorna zart allapotaban a gyogyszer teljesen disszocial a kétohelyrol,
kivéve, ha a frekvencia nagyon magas vagy a CL rovidebb, mint a csatornardl 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 Inakorai Vagy Inakessi kotohelyektol. A jelenlegi eredmények és a nemrégiben
publikalt adatok (18,19) 6sszhangban vannak ezzel a feltételezéssel, €s nem tamasztjak ala azt
a mechanizmust, amely a specifikus Inaxessi-gatlason alapul, amely hatarozottan kiilonbozik az
olyan gyogyszerek, mint a mexiletin (23,80), lidokain (18,19,23), amiodaron (20) és ranolazin
(224) esetében leirt I/B osztalyh antiaritmias hatasoktol. Ez a megkozelités 6sszhangban van a
ranolazin magas (38-szoros) szelektivitasaval is a Inakessi-ra @ Inakorai-mal szemben (25), amely
az amiodaron esetében 13-szoros (277), a flekainid esetében pedig sokkal alacsonyabbnak
(csak haromszoros) bizonyult (278).

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 (272,273), egér (270), nyul (26,274) és human (275) kamrai szivizomsejtekben széles
koncentraciotartomanyban (0,1-1 uM) roviditette az APD-at. A megnytlt APD GS967-tel
torténd rovidiilése a fokozott diszperzid €s a repolarizdcid rovidtavh valtozékonysaganak
csOkkentését eredményezheti, amely valtozdsok gyakran megeldzhetik a Torsade de Pointes
aritmiak kialakulasat (258-260).

Osszefoglalva, a GS967 - a mexiletinhez hasonléan - gatolta a Na*-aram korai- és késoi
komponenseit, és csokkentette az APD beat-to-beat variabilitdsat. Kinetikai tulajdonsagai
alapjan a GS967 egy 1j és hatasos I/B osztalyu antiaritmids 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, patofiziologiai vizsgalatok sokasdga vonta le azt a
kovetkeztetést, hogy a szelektiv Inakessi gatlas kedvezd antiaritmias modszer szamos kisérleti
elrendezésben. Mindezen vizsgalatok ellenére a piacon 1évd egyetlen olyan gyogyszer, amely
szelektiven gatolja a Inakessi-t, @ ranolazin, mely mas ionaramokra is jelentésen hat. A ranolazin
2006 ota biztonsagos €s hatékony anginaellenes gyogyszer nagy elemszami randomizalt
vizsgalatok alapjan. Néhany (jabb klinikai bizonyiték is utal r4, hogy a ranolazin kedvezd
hatast mutat PF-ban és kamrai aritmidkban. Helytallobb kutatasi eredményekhez tobb 3. fazist
klinikai vizsgalatra van sziikség. A Nay1.8 specifikus gatlokkal vald célzott kezelése szintén
érdekes 1) megkozelités a jovébeni antiaritmids gyogyszeres terapia szempontjabol.
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7. Az értekezésben szereplo uj kutatasi eredmények

- Ez az els6 olyan tanulmany, amely bemutatja a human és kutya kamrai Ina kessi 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 hatdsa (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 (75-77).

- A jelen eredmények alapjan a kutya kamrai szovetek vagy szivizomsejtek javasoltak a Inakessi-
mal kolcsonhatasba 1€pd gyodgyszerekkel végzett farmakologiai vizsgalatokhoz.

-A legfontosabb eredményliink annak bizonyitdsa volt, hogy a kutyai szivizomsejtek viszonylag
jo modellként hasznalhatok a human Inakessi vizsgélatara - ellentétben az irodalomban kordbban
lek6zolt mas emldsokbol, koztik a tengerimalacbol, nyulbol és sertésbdl szarmazo
szivizomsejtekkel (34—-36).

- Azt is els6ként feltartuk, hogy miért novekszik 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 Inakessi alakjatol.

- Az ATX-ll-indukalt aram a kutya és tengerimalac fajokban ,.crescendo” profilt mutatott
(hasonldan a tengerimalac-, nytl- és sertés-szivizomsejtek nativ Inakessi-ahoz) , 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 Inaxessi 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 hasonldan — gatolta a Na*-aram korai
¢s késo6i komponensét, tovabba csokkentette az APD rovidtava variabilitasat.

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

- Nem kiilonbozik 1ényegesen a szelektivnek mondott Inakessi gatloszerek, illetve az ,,altalanos™
I/B osztalyu Nay gatloszerek esetén leirt frekvenciafiiggd Inaksssi gatlas.
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8. Osszefoglalas

Régota ismert, hogy a Inakessi hozzajarul az AP platdjanak kialakuldsahoz, ezért az
utobbi idében egyre tobb kutatas célozza meg az 4ram antiaritmias gyogyszerekkel vagy
gyogyszerjelolt vegyiiletekkel torténd moduldlasat. Ennek az aramnak szamos aspektusa
azonban még mindig kevéssé ismert. A jelen munka egyik célja a Inakessi valodi profiljanak
vizsgalata és Osszehasonlitisa 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 plato
fazis alatt (decrescendo profil), ellentétben a tengerimalacéval, ahol az amplitudo novekedését
észleltiik (crescendo profil). A kutya Inakessi decrescendo-profiljat nem lehetett crescendo-
morfologiava alakitani rampaszert parancsfesziiltségek vagy tengerimalac szivizomsejtekbdl
rogzitett parancs akcids potencidlok alkalmazasaval. A tobbsejtii kamrai preparatumokbol
hegyes mikroelektrodaval rogzitett AP-ok tetrodotoxin hatasara lerdvidiiltek, amely hatas az
emberi preparatumokban 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 gy véljiik, hogy a kutya szivizomsejtek
jelentik a human kamrai szivizomsejtek legjobb modelljét a Inaxessi tulajdonsagai tekintetében.

A jelen munka mésik célja a GS967 Inaxessi-ra és az AP morfoldgiara gyakorolt hatasanak
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 prolongélt akcids potencidlok és a triggerelt aktivitds vonatkozéséaban.
Megemlithetjiik a szivelégtelenségben betdltott szerepét a kalcium talterhelés és az
energiafogyasztas kapcsan (az ionegyensuly fenntartasahoz tobb ATP sziikséges). Fontos szot
ejteni az iszkémias szivbetegségekben fellépd iszkémias reperfuzids karosodasrol is. Jelenleg
a ranolazinon kiviil mas szer nem hasznalhato a klinikai gyakorlatban, igy tovabbi kutatasok
folynak annak érdekében, hogy 0j gyogyszereket fejlesszenek ki, amelyek célzottan csokkentik
a késo1 natriumaramot, javitva a kiilonbozo szivbetegségek prognodzisat. Ennek megfelelden a
késbi natriumaram gatlasa igéretes terapias stratégia lehet ezen allapotok kezelésében.
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9. Summary

Although late sodium current (Inaate) has long been known to contribute to plateau
formation of cardiac action potentials, lately it was considered as possible target for
antiarrhythmic drugs. However, many aspects of this current are still poorly understood. The
present work was designed to study the true profile of Inalae In canine and guinea pig
ventricular cells and compare them to Ina,ate recorded in undiseased human hearts. Ina,late Was
defined as a tetrodotoxin-sensitive current, recorded under action potential voltage clamp
conditions using either canonic- or self-action potentials as command signals. Under action
potential voltage clamp conditions, the amplitude of canine and human Ina,ate monotonically
decreased during the plateau (decrescendo-profile), in contrast to guinea pig, where its
amplitude increased during the plateau (crescendo profile). The decrescendo-profile of canine
Inatate COUld NOt be converted to a crescendo-morphology by application of ramp-like command
voltages or command action potentials recorded from guinea pig cells. Conventional voltage
clamp experiments revealed that the crescendo Ina,late profile in guinea pig was due to the slower
decay of Inajate In this species. When action potentials were recorded from multicellular
ventricular preparations with sharp microelectrode, action potentials were shortened by
tetrodotoxin, which effect was the largest in human, while smaller in canine, and the smallest
in guinea pig preparations. It is concluded that important interspecies differences exist in the
behavior of Inalate. At present canine myocytes seem to represent the best model of human
ventricular cells regarding the properties of Inajate.

Another aim of the present work was to investigate the effects of GS967 on Inaate and
action potential (AP) morphology in canine ventricular myocytes by using action potential
voltage clamp and sharp microelectrode techniques. The effects of GS967 (1 uM) were
compared to those of the class I/B antiarrhythmic compound mexiletine (40 pM). It is
concluded that the electrophysiological effects of GS967 are like those of mexiletine. In
addition, beat-to-beat variability was significantly decreased by both GS967 and mexiletine.
These results should be considered when pharmacological studies with Ina-late are interpreted
and extrapolated to human. Accordingly, canine ventricular tissues or myocytes are suggested
for pharmacological studies with Ina-ate inhibitors or modifiers. Incorporation of present data
to human action potential models may yield a better understanding of the role of Ina-iate in action
potential morphology, arrhythmogenesis, and intracellular calcium dynamics.

The late sodium current plays a key role in the electrical and mechanical function of the
heart. The medical relevance of the late sodium current in the pathophysiology and treatment
of many cardiovascular diseases is prominent. This includes the previously mentioned cardiac
arrhythmias in relation to prolonged action potentials and triggered activity. One can mention
its role in heart failure in relation to calcium overload and energy consumption (more ATP is
needed to maintain ionic balance). It is also important to mention the ischaemia-reperfusion
injury in ischaemic heart disease. At present, no other agent than ranolazine is used in clinical
practice, so further research is ongoing to develop new drugs that target late sodium current
reduction, improving the prognosis of various cardiac diseases. Accordingly, inhibition of late
sodium current may be a promising therapeutic strategy for the treatment of these conditions.
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