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Bevezetés

I. A kamrai szivizomsejtek akcios potencialja

Az emberi szervezetben talalhaté sejtek plazmamembranja az egymastol eltérd
iondsszetétell intra-, és extracellularis teret valasztja el. Az ingerelhetd sejtek akcids
potencidlja (AP) nem mas, mint a sejtmembranon foly6é térben és idében valtozé
iondramok koévetkeztében létrejové feszlltsegvaltozasok. A sziv ritmikus mikddését
a sinuscsomoéban kialakuld, és innen a pitvari izomsejteken, az ingeriletvezetd
rendszeren, majd a kamrai munkaizomzaton tovaterjedé akciés potencialok hozzak
létre. Az akcidés potencialok kdvetkeztében az intracellularis kalciumkoncentracié
atmenetileg megnd, ami a szivizomsejtek 6sszehluzdédasat eredményezi.

A sejtek mindenkori membranpotencialja az adott idépillanatban a sejtmembran
két oldala kdzétti elektrokémiai gradiensektdl, valamint a plazmamembran egyes
ionokra vonatkozd eltéré permeabilitasatél fligg. Ezt a jelenséget a Goldman—
Hodgkin—Katz-egyenlet irja le.

Az elektrokémiai gradienseket kilénbdzd aktiv pumpak generaljak, és ezek az AP
lezajlasa utan is szlkségesek az eredeti iondsszetétel visszaallitdsahoz. Ezek a
pumpak kdzvetlenll vagy kézvetve ATP altal tarolt energiat hasznalnak fel. A Na*/K*
ATP-az a Na® ionokat a sejto6l az extracellularis térbe juttatja, mikdzben az
extracellularis térbdl K™ ionokat visz a sejtbe. A pumpa 3 Na*/2 K* sztdchiometriaval
mikddik, emiatt kicsiny, a sejtbdl kifelé iranyulé (“outward”) aramot general. A masik
jelentés pumpa a Na*/Ca?* antiporter, amely 3 Na* és 1 Ca®* ion egyidejii antiportjat
végzi, igy az el6zb transzporthoz hasonléan szintén elektrogén. Mikddése lehet
mind befelé (“inward”), mind kifelé (“outward”) iranyul6, a pillanatnyi
membranpotencialtél és iondsszetételtdl fliggden. Mikddése a sejtek Ca?
haztartasat illetéen nélkiildzhetetlen, segitik az AP soran bejutott Ca®* eltavolitasat.

Az egyes ionokra a membran nem egyforman permeabilis. A mindenkori
membranpotencial azon ion — Nernst-egyenletbdl adédé — egyensulyi
potencialjahoz all legkbézelebb, amelyre nézve a membran leginkabb atereszté. A
gerincesek kamrai szivizomsejtjeiben, nyugalmi allapotban K* ionokra vonatkozéan
nagy, mig Na*, Ca®* és CI” ionokra nézve kicsi a membran permeabilitdsa, tehat a
nyugalmi membranpotencial a K* ionok egyensulyi potencialjahoz esik kdzel. Elettani
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1. abra: A kamrai szivizomsejtek akcids potencidljanak fazisai és az ezeknek
megfeleld iondramok. Az AP mellett feltlintetett arab szamok az AP egyes fazisait
jeldlik. A nulla vonal felett 1athatd jelek kifelé iranyuld (“outward”), mig a vonal alatti
jelek befelé iranyuld (“inward”) aramokat reprezentalnak. Varré és munkatarsanak
kézleménye [165] alapjan modositva
kérilmények koz6tt az ionOsszetételbdl, az egyes ioncsatorna-tipusok
permeabilitasabél, illetve az elekirogén pumpak mikédésébdl addédik a
kamraizomsejtek kérulbeltl —-80 mV-os nyugalmi membranpotencialja, ami mintegy
5-10 mV-tal pozitivabb, mint a K™ egyensulyi potencidlja.

Magat az akciés potenciadlt az emlésék szivizomsejtjeiben a plazmamembran
id6-, és feszlltségfliggd ioncsatornainak konduktancia-valtozasai hozzak létre [195].
A kamraizomsejtek akcids potencialjat 6t fazisra osztjuk (1. abra).

Az akcidés potencial nulladik fazisaban id6é-, és feszlltségfliggé gyors Na*

csatornak aktivalédnak, sokszorosara névelve az addig alacsony Na* konduktanciat.



A Na" ionokra jelentés elektrokémiai hajtéeré hat, ezaltal a csatorna nyitasa jelent6s
aramot eredményez, igy a membranpotencidl aktudlis értéke a Na® egyensulyi
potencialja felé mozdul, tehat a membran depolarizalédik. Ezt a fazist nevezik az AP
felszallo szaranak is a hirtelen nagymértékii membranpotencial-valtozas idé-
feszlltség grafikonon abrazolédéd jellegzetes alakja miatt. A gyors Na* csatornak
hamar inaktivalodnak és ingerelheté allapotba majd csak a repolarizacié utan
kerilnek.

A gyors Na* csatornak altal okozott depolarizacié kdvetkeztében egyes aramokért
felelés ioncsatorndk aktivaldédnak, mig masok inaktivalédnak. A nyugalmi
membranpotencial fenntartasaért felelés nagy K* konduktancia (befelé egyeniranyitd
K* csatornak) lecstkken a befelé torténé egyeniranyitds miatt, ez megakadalyozza
repolarizalé hatasu K* aram létrej6ttét a nulladik fazis alatt. A depolarizacié hatasara
ugyanakkor olyan korai kifelé iranyuld aram (“transient outward current”, Iy)
aktivalodik. Az |y, felel6s az akcids potencial elsé fazisdban tapasztalt gyors, atmeneti
repolarizaciéért.

Az akciés potencial masodik fazisaért (az Un. plateau fazisért) a féként Ca®*
ionokat szallité lassu befelé irdnyuld aram a felelés. A plateau fazis alatt nem térténik
jelentésebb mértékl repolarizacié az ly, inaktivalédasa és a K* csatornak (Ix1) befelé
térténd egyeniranyitasa miatt.

Az AP harmadik fazisaban kezd6édik meg a repolarizaciés folyamat, mely az AP
negyedik fazisara visszaallitia a membranpotencial nyugalmi értékét. A repolarizaciét
szamos aram egyUtt hozza létre. A kezdeti szakaszt az Ic, &ram inaktivacioja
hatarozza meg leginkabb, késébb egyre nagyobb szerep jut a késéi K* aram
(delayed rectifier, I) komponenseinek, majd a repolarizaciét az lx; aram teszi
teljessé.

Az AP negyedik fazisa (elektromos diastole) sordn az extranodalis (automéciaval
nem rendelkezd) myocytak, igy a kamrai sejtek membranpotencidlja is a nyugalmi
értéken marad egészen az Ujabb AP kezdetéig. A negyedik fazist meghatarozé nagy
K* konduktancia (amely az lx; aramot eredményezi) felelés azért, hogy a kamrai
myocytak nyugalmi membranpotencidlja a K* ionok egyensulyi potencialjahoz kozeli
érték.



Il. Kaliumaramok és kaliumcsatornak a szivizomsejteken

A szivizomsejteken a kaliumcsatornak széles skalajanak expresszidjaval
taldlkozhatunk [34, 110, 123, 146]. MUkodésik szerint lehetnek feszliltségfliggbek
(pl. ko, lkurs Ikr, lks) €és ligandvezéreltek (pl. lkach, lkate, lkaa), valamint van egy
csatorna, amelyik sem feszliltiség sem ligand altal nem kapuzott, ez hozza létre az Ik
aramot. Az lxs aramot igy “hattéraram”-ként is szokas emliteni.

Mivel a membranpotencial mind a systole, mind a diastole soran pozitivabb, mint
a K* equilibriumpotencidlja, ezért a nettd K* aram mindig kifelé iranyul6, és a
membran repolarizacidjat, illetve a nyugalmi membranpotencial fenntartdsat segiti
elé. Elettani koriilmények kozott ezt a szerepet f6ként a fesziiltségkapuzott csatornak
és az Iy, valamint az Ik ach jatssza. Ischaemias szivizomzatban azonban dominanssa
valhatnak a ligandvezérelt csatornak altal |étrehozott aramok, kiléndésen az ATP altal

gatolt kaliumaram (lx ate) €s az arachidonsav altal kapuzott kaliumcsatornak arama

(Ik.AA).

fesziiltségérzékel 6
domain (S1-S4)

A
r Y

glikozilalt régio

T
88884

tetramerizaciéért
felelés domain (T1)

t inaktivacios ,labda”

B-alegység
kotéhelye

2. abra: A tetramer felépitésli, domainenként hat transzmembran szegmenssel
rendelkez6 kaliumcsatornak szerkezete [91 és 110 alapjan moddositva]

A K" csatornak aminosavsorrendije teljesen, térszerkezetilk donté tdbbséglikben
ismert [4, 28]. Jelenleg féként az ionszelektiv porus pontos molekularis viszonyait és
a csatornak aktivaciés-inaktivaciés mechanizmuséat évezi kulénés figyelem [36]. A
feszlltségfiiggé K* csatornak valamint a Na* és Ca®* csatornak aminosavsorrendje



k6z6tt nagyfoku homoldgiat fedezhetlink fel, azonban a fehérjelancok eltéréen
alakitjak ki a definitiv ioncsatornakat. Egy-egy Na*, illetve Ca®* csatornat négy,
egymashoz kovalens kétésekkel lancszerlien kapcsolédé domain alkot. A domainek
egyenként hat-hat transzmembran szegmensbdl allnak. Ezzel szemben a K*
csatornak négy, egymastél flggetlen alegységbdl (Un. a alegység) szerelédnek
O0ssze; mindegyik alegység hat transzmembran szegmensbdél all (2. abra). A
csatornakban az S1-S4 szegmens a feszlltségérzékel6 [91]. A pérust a négy a-
alegység S5 és S6 transzmembran szegmense kozotti, egyenként 19 aminosavbdl
allé 6sszekotd régidk alkotjak. A pérusformald régid glicin-tirozin-glicin (GYG) vagy
glicin-fenilalanin-glicin (GFG) motivuma a csatornak K* szelektivitasanak kézjegyei.
A tényleges ioncsatornak a pérusformal6 alegységeiken kivil még tovabbi jarulékos,
un. PB-alegységeket is tartalmazhatnak. A B-alegységek az ioncsatornak
mikddésének szabalyozasaban jatszhatnak szerepet.

A K' csatorndkban az inaktivacio két tipusat irtak le [119]. Az N-tipusu inaktivacié
soran a csatornafehérje pozitiv téltéssel rendelkezé6 N-terminalisa mintegy
,dugoként” eltdmeszeli a nyitott csatornat. A C-tipusu inaktivacié soran elészér a
szelektivitdsi szlré konformdcidja valtozik, majd az egyes alegységek porushoz
kbézeli extracellularis részeinek kooperativ kélcsénhatdsa eredményezi a
permeabilitas csdkkenését [81]. Ez utdbbi, C-tipust inaktivacié érzékeny a
[110].

A Dbefelé egyeniranyitd csatorndk Iényegesen egyszeriibb felépitésiek,
amennyiben a alegységeiket mindéssze két transzmembran szegmens alkotja. A két
szegmens kozo6tt talalhaté a porusképzé régié. Ebbe a csaladba soroljuk az erésen
befelé egyeniranyité jellegli (Un. IRK) csatorndkat is, melyekhez az Ix; aramot
létrehozd csatorna is tartozik.

A teljesség kedvéért megjegyzem, hogy a K* csatornaknak létezik egy, a
fentiektdl jelentésen eltérd csaladja is, ezek a két pérusformalé domaint tartalmazo,
négy transzmembran szegmensbdl feléplilé K* csatornak [50, 114]. Ide tartoznak
tobbek kozott a TASK, TREK, TWIK, TALK, stb. K* csatorndk. Néhanyuk
expresszidjat mar leirtak szivizomsejteken is, am ezeken a sejteken pontos szerepuk
még nem tisztazott.

A tovabbiakban részletesen az Altalunk vizsgalni kivant kaliumaramok
tulajdonsagait targyalom (lasd: 1. Tablazat).



1. Tablazat: A jelen értekezésben targyalt ionaramok porusformalé és jarulékos
alegységei, valamint az aramok gatlasara hasznalt farmakonok 6sszefoglalasa.

aram o alegység B alegység gatloszer

liof K4.2, K.4.3 MIRP1, KChIP csalad 4-aminopyridin (mM)
lios K1.4 K.B1, K,B2 csalad 4-aminopyridin (mM)
Ikr K.11.1 (hERG) MinK, MIRP1 E-4031, dofetilid, stb.
Iks K.7.1 (K,.LQT1) MinK (MIRP17?) chromanol-293B

Ikt Kir2.1, Kir2.2 — Ba**

Il.1. Fesziiltségfiiggé K* csatornak

A feszlltségfliiggé K" csatornakat tObb csaladba oszthatjuk: K,1 (Shaker), K2
(Shab), K3 (Shaw), K4 (Shal), K\,5-9 (eag csalad, eag, elk és erg alcsaladdal) és a
K\LQT1 csalad. Szivizomsejtekben a fesziiltségkapuzott K™ csatornak koziil tdbbféle
is megtalalhaté [110, 123, 146, 154]. A legfontosabb fesziiltségfliiggé K* aramok a
szivben a tranziens kifelé iranyul6 aram (l,), és a kés6i kaliumaram (lk)
komponensei: Ik, lks, lkur- Ezek az aramok meghatarozé szerepet jatszanak az

akcios potencial alakjanak és sajatossagainak kialakitasaban.

I.1.1. Tranziens kifelé iranyulé aram (l,)

A tranziens kifelé iranyul6 aram tébb komponensbél all. Az |, (mas néven liy1)
t6ltéshordozdi K* ionok, azonban a Ca®* aktivalt CI~ aram szintén révid ideig fennallé
kifelé iranyulé aramként jelenik meg, emiatt li,o-nek is nevezik [29, 160]. Az I
depolarizacié hatasara gyorsan aktivalédik, és gyorsan inaktivalédik is. Altalanosan
alkalmazott gatlészere a 4-aminopyridin, melyet mM-0s nagysagrendben
alkalmaznak. Elektrofiziologiai tulajdonsagai hasonléak a neuronok A-tipusu
aramahoz. A sziv minden sejttipusaban expresszaldédnak [110], a nodalis sejteket is
beleértve [83, 102].

Kinetikai szempontok alapjan két komponensét kuldnithetjlk el: a gyors
komponenst (li) €s a lassu komponenst (lis) [15, 160]. Kifejez6désik mind fajok
k6z6tt, mind a sziv egyes részei kdz6tt eltérést mutat [110]. Human szivben mindkét

komponenst leirtak [104], am mig a pitvari sejteken csak a gyors komponens (liof)
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taldlhatdé meg [43, 180], addig a kamrai myocytakon mindkettét azonositottak [104].
Az lio; expresszidja magasabb a jobb kamrai sejtekben a bal kamrdhoz viszonyitva
[170].

Az |, aramsirisége eltér6é a szivizomzat egyes rétegei k6zott is. Az emlés fajok
(igy az ember) kamrainak myocardiumaban legnagyobb mennyiséget a
subepicardialis, mig legkisebb expressziés szintet a subendocardialis sejtrétegben
talaltak [86, 90]. Tovabba a subendocardialis myocytakban az li, inaktivacidja és
inaktivaciobdl t6rténd visszatérése jelentésen lassabb, ami arra utal, hogy itt féként
az ls fejezddik ki [104]. Az |, expresszidos mintazataban fellelheté kilénbségek a
eredményeznek. A pitvarokban szintén megfigyelhetd a subepicardialis
munkaizomsejtek kifejezettebb |y, expresszidja [183].

Felépités

A K/1.4, K42 és K4.3 fehériék gyorsan aktivalodé és inaktivalodo, 4-
aminopyridin-érzékeny aramot hoznak létre, és expresszidjukat le is irtak
szivizomsejteken. Az lis aram molekularis alapjai a K\4.2 és K,4.3 csatornafehérjék
lehetnek. Kutya és human szivizomsejteken az | kialakitdsat féként a K.4.3
fehérjének tulajdonitjak [73, 180]. A K,1.4 szintén expresszaldédik a human
myocardiumban [73], ez eredményezi az los létrej6ttét a subendocardium
sejtrétegében [180].

A K,1.4-et a 11. kromoszdma révid karjan talalhat6 KCNA4 gén, a K4.2-t és
Kv4.3-at rendre a 7. kromoszéma hosszu karjan talalhaté KCND2, illetve az 1.
kromoszdma révid karjan levé KCND3 gének kodoljak.

A K,1.4 modulalé alegységei a K,f1 (KCNAB1 gén) és K,f2 (KCNAB2 gén)
fehérjecsalad tagjai lehetnek.

A K\4.2-hdz — és kisebb mértékben a Ky4.3-hoz is — kapcsolédhat a MIRP1-nek
(MinK-related peptide 1) nevezett kis fehérje, melyet a KCNE2 gén kodol. A MIRP1
és a csatornaalkoté fehérjék kblcsénhatasa megvaltoztaja az ioncsatornak kinetikajat
[197]. A K\4 ioncsatorna csalad tovabbi B-alegységeit képezhetik az un. KChIP-ek
(Ky channel interacting proteins) [197]. Bar szivizomsejtekben még nem bizonyitott,
de a jarulékos fehérjék aktualis jelenléte vagy hianya megmagyarazhatja az Iy, eltéré
tulajdonsagait a myocardium egyes terlletei k6zo6tt. Elképzelheté tovabba az egyes
csatornaalkotd fehérjék hetero-oligomerizaciéja is.
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3. abra: Az I, idébeli lefutdsa human (A) és patkany (B) kamrai szivizomsejteken
depolarizald négyszogimpulzusok hatasara. Stengl és munkatarsai kézleménye [152]
alapjan

Biofizikai tulajdonsagok

Az |, depolarizdci6 hatasara aktivalédik. A steady-state aktivacid
feszlltségfliggése — mint az aram tdébbi biofizikai tulajdonsaga is — fajonként kissé
eltérd, a teljes csatornapopulacié felét aktivalo fesziltségértékek —10 mV és +20 mV
kdzott talalhatdak [20, 41].

Az |yt gyorsan aktivalédik, gyorsan inaktivalodik (lasd: 3. abra) és szintén gyors
az inaktivaciobol valo visszatérése. Az inaktivacio idéallandéi nagysagrendileg 25 ms
és 75ms kozé esnek, és feszlltségtdl flggetlenek. A steady-state inaktivacio
félmaximalis membranpotencialértékeit -50 mV és -15 mV koz6tt mérték [19] (4.
abra). Az inaktivaciobol valé visszatérés erésen feszlltségfiiggd, annal gyorsabb,
minél hiperpolarizaltabb a membran [3, 44, 53]. Az inaktivaciobdl vald visszatérés
idéallandéi 20 ms—60 ms kdzottiek —80 mV-on, és csak csekély mértékben fliggenek
az ingerlési frekvenciatol.

Néhany sejttipuson [19], példaul human subendocardialis rostokon [104] az |y, f6
komponense az ly,s. A gyors komponenstél féként lassu inaktivaciobdl valo
visszatérése (az idballandé értéke 1—6 s) kiildnbdzteti meg.

Az |, egy ioncsatornara vonatkozé konduktanciaértéke 10 pS-30 pS
nagysagrendi [8, 27, 108].

Modulacié

Az |, expresszidjat tdbb humoralis tényez6 is befolyasolja, és az életkorral is
valtozik. Az adrenerg receptorok aktivalodasa csdkkenti az |, csatornafehérjék
kifejez6dését [108]. Az |, expresszidja megné kbzvetlenll a szlletés utan [40, 70,
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94, 177], tovdbba a csatorna kapuzési kinetikdja is valtozik [129]. A CGRP
(calcitonin-gene-related peptide) csodkkenti az |-t [151]. Az angiotenzin-I
megvaltoztatja az I, aramot, de nem befolyasolja a K\4.3 és K,1.4 csatornafehérjék
mRNS-einek szintjét, igy a hatas valoszinileg a jarulékos alegységek révén
ervényesul [190].
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4. abra: Az I, steady-state aktivalddasanak és inaktivalddasanak feszliltségfiiggése
kontroll koralmények kozott (lires négyzet), pH.=6,0 (tele korok), és normal pH-ra
visszatérés hatdsara (lres haromszogek). Az extracellularis acidosis mindkét gorbét
depolarizaltabb iranyba tolja. [152] alapjan

Az extracellularis acidosis a csatorna aktivalédasat és inaktivdlodasat is
pozitivabb membranpotencialok felé (,jobbra”) tolja (lasd: 4. abra). A csatornat
modulalhatja tovabba a myocytak aktualis redoxallapota a csatornafehérjéken
talalhat6 specifikus tiolcsoportok oxidacioja, avagy redukcidja altal [145].

A tranziens kifelé iranyuld aram megvaltozik tébb korallapotban is. Kronikus
pitvarfibrillaci6 soran csdkkent az |, csatornafehériék kifejez6dése a pitvari
szivizomsejteken [52, 192]. Tovabba szivelégtelen betegekben [10], illetve
pacemakeres kamrai ingerlés soran is csokken az |, expresszidja a kamrai
munkaizomsejteken [191]. Ezzel szemben szivelégtelenek pitvari cardiomyocytain az
l, denzitasat nagyobbnak talaltdk, és az aram kinetikaja is megvaltozott, ami
hozzajarulhat az akcios potencial révidiléséhez [137].

I1.1.2. Késoi kaliumaram (Ik)

A kinetikai és egyeniranyitd tulajdonsagok, egyes farmakonok iranti érzékenység,
valamint intracellularis modulaci6 szempontjab6l a késéi kaliumaram harom
komponensét kilonbdztethetjik meg [26, 103, 109, 110, 133] (5. abra). A gyors

komponens (lk) mind aktivaciot, mind inaktivaciét mutat, a lassu komponens (lks)
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csak aktivaciot, mig az un. ultragyors komponens (lk.) aktivalédasa nagyon gyors,
€s nem, vagy csak nagyon lassan inaktivalédik (lasd: 6. abra).

A B C

+40mV O Control

% E—4031 sensitive o E-4031
° .2r o E—4031 sensitive

-60-

- gf.'.-.—' L:"Z'.‘:‘:‘::}.—m ﬁ_\ 1.0 F l%
 +20mV ' = o er ngl
. ‘ S - / ;
- — .::'—'_::"_—:::'Smﬂ E o6t /5 II/
9 0.4} 5 ;,?T
s g dyrviy
¢ * . - 0.2 [ /Q{V \LT
' 200pA § J
-20mvV | [ﬁc ooL®Y L
.L—E——_T-—_— P EEEEEE —40-20 0 20 40 60
| TP (mV)

5. abra: A human kamrai szivizomsejtek késdi kaliumarama legalabb két komponensbdl
all: az egyik komponens E-4031-re érzékeny (Ix;), @ masik nem (Ixs). (A) A depolarizald
négyszdogimpulzusok soran kapott aramgérbék iddbeli lefutdasa kontroll esetben (lires
szimbdlumok) és E-4031 (az Ik, gatloszere) jelenlétében (tele szimbdlumok). Az E-4031
jelenlétében nyert adatok az Ixs-t jelzik. (B) Az E-4031 érzékeny aram, tehat az Ik.. (C) A
késéi kaliumaram, illetve az egyes komponensek amplitidéjanak feszilltségfliggése. Li és
munkatarsainak kézleménye [70] alapjan

Az Ik aram jelenlétét minden szivsejtben leirtdk, am az egyes komponensek
aramslrlisége jelentésen eltér a kilénbdzé fajokat, illetve a myocardium egyes
régidit tekintve [112]. Az Iks és Ik, mind pitvari, mind kamrai munkaizomsejteken
megtalalhatd, bar a kamrabdl szarmazé sejteken az Ix aramok amplituddja kicsi [10,
12, 67, 78, 82, 85, 167, 182]. Human myocardiumban az Ik, jelenlétét eddig még
csak pitvari sejteken bizonyitottak. A kés6éi kaliumaram komponenseinek a sziv bal
kamrajaban eltér6 szivcsucs-szivbazis iranyu, illetve transzmuralis expresszidja
figyelhet6 meg. Nyul preparatumokon mind az lks, mind az Ik kisebb az apikalis
myocytakon, mint az annulus fibrosus felé esd, Un. ,bazis” részen [24].
Munkacsoportunk kutya mintdkon az Ik tekintetében sem az aram, sem a
csatornafehérje szempontjabdl nem talalt szignifikans apico-basalis kilénbséget, am
az lks kisebb volt a bazis részen a szivcsucshoz képest [157]. A myocardium egyes
rétegeit tekintve az I, tekintetében munkacsoportunk szintén nem talalt szignifikans
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kilébnbséget, am az Ixs kisebb a kamra midmyocardialis rétegében a
subepicardiumhoz viszonyitva [156].

IKS IKr @) C

™ —>Q0+—|

ﬁ | 9 lassu gyors

C O C<=0 C—0
lassti C O | N4
+30 mV +30 mV I
-40 mV 5 sec -40 mV -40 mV -40 mV

1sec

6. abra: Az Ix és Ik viselkedése depolarizalé négyszdogimpulzus hatasara. Az Ixs a
depolarizaciot kovetden lassan aktivalddik, majd a —40 mV-ra torténd repolarizacio
hatdsara lassan deaktivalodik. Az Ixs nem, vagy csak nagyon lassan inaktivalddik. Az I,
depolarizacié hatasara aktivalodik és ugyanekkor inaktivalodik is, majd a sejtmembrant
—40 mV-ra repolarizédlva az ioncsatorndk gyorsan visszatérnek az inaktivacidobol. Ezt
kévetden az Ik lassu deaktivaldédasa zajlik. C: zart ioncsatornak; O: nyitott ioncsatornak;
I: inaktiv ioncsatornak

I.1.2.1. A késoi kaliumaram lassu komponense (Iks)

Szerkezet

A szivizomsejteken észlelhet6 Iks aramot a 11. kromoszéma révid karjan levé
KCNQ1 (korabbi nevezéktan szerint K,LQT1) gén altal kodolt K,7.1 csatornafehérje
és a MinK (avagy Isk) peptid, mint jarulékos fehérje egylttes expresszidja hozza létre
[7, 130]. A KCNQ csalad K* csatornait a feszliltségfliggé K* csatorndk doménjeinek
klasszikus, hat transzmembran szegmensbdl allo felépitése jellemzi. Azonban a
KCNQ altal kodolt a-alegységekbdl hianyzik a K, csatornakra jellemzé
tetramerizacibhoz szilikséges régi6. A 21. kromoszéma hosszu karjan talalhaté
KCNE1 gén altal kédolt MinK peptid egyetlen transzmembran domainbdl all, és
6nmaga nem képez ioncsatornat. A KCNQ1 fehérjéhez (-alegységként kapcsolodva
azonban moduldlja a pérusformalé alegység mikddését és farmakoldgiai
befolyasolhatéosagat [161]. A veleszlletett hosszu QT szindréma leggyakoribb
formajaért, az 1-es tipusu hosszu QT szindréméaért (LQT1) a KCNQ1 gén mutaciodja

Ve

szindréma 5. tipusaban (LQT5) talalhatjuk meg [38, 150].
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Biofizikai tulajdonsagok

Az Iks csak aktivaciét mutat, nem inaktivalédik (6. abra). Az aktivacio
feszlltségfliggését vizsgalva a félmaximalis depolarizalé potencial értékeit —13 mV
és +26 mV kozo6tt mérték [5, 87, 98]. Az aktivalédas idében meglehetésen elnydijtott,
két exponencialis tag 6sszegének segitségével illesztve az aktivacio idéfliggését az
egyik idéallandé 350 ms koérll, a masik 8,5s kortl talalhatbak human kamrai
szivizomsejteken [87]. A deaktivacid id6belisége jelentésen fajfliggd; tengerimalac
esetén lassu, viszont kutya és human mintakon viszonylag gyors [48, 67, 164].

Az Ixs aramot féként K™ ionok hordozzak, de a csatorna kevésbé szelektiv K*
ionokra, mint az Ik, aramot Iétrehoz6 ioncsatorna [98]. Egyetlen ioncsatorna
konduktanciaja mintegy 3-5 pS emlésdkben [5, 61]. Az extracellularis [K*] nincs
kozvetlen hatdssal a konduktanciara, mig az intracellularis [Na'] és [Ca®]
névekedése néveli az Ixs aramot [111, 159].

Modulacié

B-adrenerg inger hatasara az aram aktivaciéjanak fesziltségfliggése negativabb
membranpotencialok iranyaba tolodik el, illetve lassul az aram deaktivacioja [116,
176]. a-adrenerg hatds [175] és a proteinkinaz C (PKC) aktivalodasa [159] szintén
novelik az lxs-t.

Amiodaron kronikus szedése, illetve hypothyroidismus csdkkenti az Ixs-t [13, 14,
75]. Kutyakban kronikus teljes AV-blokk miatti myocardium hypertrophiaban mindkét
szivkamra sejtjein kisebb az lxs amplituddja, mint kontroll kérilmények kdzott [171].

I1.L1.2.2. A késéi kaliumaram gyors komponense (Ik;)
Felépités

Az Ikt Iétrehoz6 ioncsatorna a feszlltségfliggé K* csatornak eag csaladjanak erg
alcsaladjaba tartozik. A csatornaalkoté K,11.1 fehérjét a 7. kromoszéma hosszu
karjan elhelyezked6 KCNH2 gén (korabbi neve: hERG [184]) kbédolja [131, 149]. A
MiRP1 (minK-related peptide 1) fehérje [1] az ioncsatornaval kélcsénhatésba kerllve
médositja annak kapuzasat és permeabilitasat [100]. A MiRP1-et a 21. kromoszéma
hosszu karjan elhelyezked6 KCNE2 gén koédolja. A K,11.1-hez jarulékos
alegységkent a korabban mar emlitett MinK is kapcsolodhat.

A KCNH2 mutéacidja a hosszu QT szindroma 2. tipusat (LQT2) okozhatja [32],
mig a KCNE2 gén mutacidja felelés a hosszu QT szindroma 6. tipusaért (LQT6) [25].
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Biofizikai tulajdonsagok

Az Ik, gyorsan aktivalédik —40 mV-ndl pozitivabb depolarizaciora, az aktivacié
félmaximalis feszlltségértéke —20 mV és -5 mV kdz6tt van. A csatorna aktivacioja
flggetlen az extracellularis [K*]-t6l [139]. Az aktivacié és deaktivacid iddallandoi
fajonként eltéréek, és flggenek a membranpotencialtdl is. Az Ik, aktivacios
idéallandéja mintegy 100-500 ms [21, 133], human myocardium esetén nagyjabdl
100-200 ms [87, 166, 167], ami j6val rdvidebb, mint az Iks-re vonatkoz6 értékek.
Human és kutya szivizomsejteken azonban az I, lassabban deaktivalédik, mint az
Iks [48, 67, 164].

Az egészsejtes konfiguracioban mért aramjel idébeli lefutasa telitédést mutat az
inaktivacié legcsekélyebb jele nélkil. A steady-state aram feszlltségfiiggése 0 mV
kérnyékén mutat maximumot, és nagyobb mérték(i depolarizacié6 hatasara az
aramamplitudd csokken; tehat az arammérések sordn az aram befelé egyeniranyuld
tulajdonsagu (lasd az 5. abra C panelét, illetve a 7. abra jobb oldalan az aram-
feszlltség Osszefliggést). Kimutattak, hogy az aram befelé egyeniranyulasaért
valéjadban egy nagyon gyors, még a csatorna aktivalédasat megel6zd inaktivacios
lépés felelés [139, 188]. Heterolog expresszids rendszerben az Ik, csatornafehérjét
kodol6 KCNH2 gént kifejeztetve hasonlé eredményt kaptak [131]. A K,11.1 csatorndk
ezen tulajdonsaga tehat nem a klasszikus értelemben vett egyeniranyitas, hanem az
ioncsatornak kapuzasi kinetikajabdél kovetkez6 sajatosséag.

A csatorna féként K™ ionokra nézve permeabilis, bar K™ szelektivitasa kozel sem
olyan nagymértékli, mint pl. az Ixy aramot létrehozé Kir2.1 fehérjékbdl &llé
ioncsatornanak. Elettani korlilmények kozott egyetlen ioncsatorna konduktanciaja
2 pS kordli [77].

Modulacié

Egészen a kdzelmultig azt gondoltuk, hogy B-adrenerg stimulaci6 nem mddositja
az lk-t, azonban Ujabb vizsgalatok soran a cAMP tdbbféle modositd hatasat is
leirtak. Expresszalt K,11.1 csatorndkon kimutattdk, hogy a cAMP csdkkenti az I,
aramot egyrészt a csatornahoz kétédve, masrészt a csatorna proteinkinaz A (PKA)
medialt foszforilacidja altal [30, 31, 76]. Ezzel szemben olyan adatokat is kzoltek,
melyekben a B-adrenerg stimulacié hatasara ndévekedett az Ik, &ram, a csatornak
befelé egyeniranyitdsanak mérsékl6dése miatt. Ez feltehetéen a B-adrenerg hatasra
bekdvetkez6é [Ca®']i. ndvekedés, és a kdvetkezményes PKC aktivalédas hatasara
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alakul ki [56]. Sajat, még nem publikalt megfigyeléseink szerint a B-adrenerg
receptorok isoproterenollal térténé stimulacidja az Ik, aram ndvekedését okozta,
azonban foszfodiészterazok altal nem bonthatdé cAMP analdégot (8-Br-cAMP)
intracellularisan alkalmazva az Ik, amplitidéja csékkent kutyakbdl szarmazé izolalt

kamrai szivizomsejteken.
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7. abra: Az extracellularis pH valtozdsanak hatdsa az Ik-re. Az abra bal oldalan a
steady-state aktivalédas feszlltségfliggése, a jobb oldalon az Iy farokaramok
amplitidojanak fesziltségfiiggése lathatd kilonb6z6 extracellularis pH-k esetén. Az
extracellularis acidosis hatdsara az aktivaldodas pozitivabb fesziiltségértékek felé tolddik,
csOkken a farokaramok amplitudéja, tovabba gyorsul az aram deaktivacidja is. Vereecke
és munkatarsanak kozleménye [168] alapjan

Az Ik szelektiv gatlészerei, mint az E-4031, a dofetilide vagy a D-sotalol
metanszulfonanilid szerkezetli vegylletek és jelentésen meghosszabbitjak a kamrai
akcios potencial hosszat [60, 72, 133, 149]. Ezt a hatast hasznaljak ki a Ill. osztalyu
antiarrhythmias gyogyszerek esetében is. A K,11.1 csatornat gatoljak tovabba egyéb
antiarrhythmias szerek, igy példaul a Na* csatorna blokkolok néhany képviseldje
(flecainid, disopyramid, amiodaron) is [23].

Az Ik, aram gatlasat azonban nem csak antiarrhythmias szerek esetében
figyelhetjlk meg, igy példaul egyes antihisztamin szerek (pl. terfenadin, astemizol,
cetirizin), mikroba-ellenes szerek (pl. erythromycin, ketokonazol), gyomor-
bélrendszerre haté gydégyszerek (pl. cisaprid), illetve antipszichotikumok (pl.
haloperidol) is hasonlé hatast gyakorolnak az Ik-re [101]. K6zb6s vonasa a fent
felsorolt szereknek, hogy legalabb egy aroméas gyUrit tartalmaznak, valamint, hogy
Ixr blokkol6 hatasuk a csatorndkba belépve és azokat mintegy “eldugitva” érvényesdl.
A szerek az ioncsatorna nyitott allapotaban belépnek a pérusba, majd a csatorna
aktivacios kapujanak zardédasa utan ottrekednek. Az extracellularis [K*] csékkenése
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csokkenti az Ik, nagysagat [134, 188], és egyuttal érzékenyebbé teszi a csatornakat
dofetilid vagy kinidin altal okozott gatldssal szemben [187]. A klls6 tér fel6l hato
kétértékl kationok szintén gatoljdk a K,11.1 csatornat [58, 59, 132, 148]. Az Ik
csbOkken a szervezet acidosisanak hatdséara is (7. abra), mert ekkor egyrészt gyorsul
az aram deaktivacioja, masrészt az aktivacio feszlltségfliiggése is mddosul [168].

A késéi kaliumaramot létrehozd csatorndk expresszidja valtozik az egyedfejlédés
soran [189]. Egér modellen végzett vizsgalatokban azt tapasztaltdk, hogy a
foetusban féként K,11.1 ioncsatornak (k) expresszalddnak, Ujszilétt egerekben az
arany megfordul a K,7.1 ioncsatorna (Iks) javara; ugyanakkor felnétt egerekben sem
Ikr sSem lxs aram nem mutathato ki [178].

Kutya modellen létrehozott telies AV-blokk, és kovetkezményes kamrai
hypertrophia soran az lx, arams(iriisége csdkkent a jobb kamrai cardiomyocytakban
a kontroll csoporthoz képest, mig a bal kamraban nem volt szignifikans eltérés [171].

11.1.2.3. A késéi kaliumaram ultragyors komponense (lkur)

Gyorsan aktivalodd K* aram, mely nem, vagy csak nagyon lassan inaktivalodik.
Jelenlétét tdbb preparatumon, kbztilk human pitvari sejteken is igazoltak [22, 109,
110, 137].

Az lku-t egyesek, mint az Ik ultragyors komponensét irjak le, azonban sokan az |y,
nem inaktivalédé komponensének tartjdk. Az aram kinetikaja és farmakoldgiai
tulajdonsagai fajtél és szévettipustol fliggéen valtozoak. Ugy tiinik, hogy az Ik eltérs
sajatsagai a kulénbdzd csatornaalkotd fehérjék jelenléte miatt figyelhetéek meg, bar
nem zarhat6 ki a jarulékos fehérjék szerepe sem. Human pitvari szivizomsejteken
kizardlag 4-aminopyridin érzékeny Ik, mutathatd ki, mig szivkamrai preparatumokon
még nem igazoltak Ik, jelenlétét [87].

A KCNA5 gén altal kodolt K,1.5 fehérje a human pitvarban megfigyelhetd lxyr
aram legvaldszinlibb molekularis jeléltje [42, 147, 162, 181]. Egyéb preparatumokon
a K,3.1 (KCNC1), K,1.2 (KCNA2) és K,2.1 (KCNB1) j6het sz6ba, mint csatornaalkotd
fehérje [193].

I.2. A befelé egyeniranyit6é kaliumcsatornak arama (k1)

A szivizomsejtekben megtaldlhatéak az IRK csoportba tartozd, erdsen befelé
egyeniranyité tulajdonsagu ioncsatorndk, melyek az lxs aramot hozzak létre. Az Iy
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denzitdsa legnagyobb a Purkinje sejteken és a kamrai munkaizomsejteken [64],
kisebb a pitvari cardiomyocytakon [57], és a sinuscsomo, valamint az AV-csomd
sejtiein hianyzik [68]. Az Ik; enyhe ndvekedése tapasztalhaté a foetalis életkortdl
kezdve egészen a felnéttkorig [106, 174].
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8. abra: Az Iy, kozelitésére hasznalt Ba®" érzékeny &ram (Is;) és K' mentes
extracellularis oldatra érzékeny aram (Igk) steady-state aram-fesziltség Gsszefliggése.
Az aramokat +55 mV-tél —105 mV-ig alkalmazott 0,03 V/s meredekségl linearis
feszlltségrampa segitségével vizsgaltak. Az (a) és (b) panelen a normal Tyrode oldatban
kapott, illetve az 1 mM BaCl, jelenlétében (tele négyzet), valamint kaliummentes
oldatban (tele kor) regisztralt aramgorbék lathatéak. Az dbra als6 része a kontroll és a
BaCl, jelenlétében nyert (c), illetve a kontroll és a kaliummentes oldatban kapott (d)
aramgorbék kulonbségét jeldli. Az Is, és Ipk kozott a pozitiv fesziltségtartomanyban
tapasztalhatd jelentds kilénbséget Ba’* segitségével nem gatolhaté kaliumaramok,
illetve K™ ionoktdl kilonboz6 toltéshordozéval rendelkezd iondramok okozzak. Zaza és
munkatarsai kézleménye [196] alapjan.

Felépités

Az lk1 legvaldszinlibb csatornaalkot6 fehérjéje a Kir2.1, melyet a 17. kromoszéma
hosszu karjan talalhaté KCNJ2 gén kédol [194]. A Kir2.1 a G-fehérjéhez kapcsolt
befelé egyeniranyité kéliumcsatornakkal (GIRK) — ezek hozzdk létre példaul az
lkach, lkatp aramokat — egyitt a befelé egyeniranyité kaliumcsatornak (IRK)
csaladjaba tartozik. Az IRK csatorndk tetramerek, egy-egy alegységuiket mindéssze
két transzmembran szegmens alkotja. A pdérusformalé régié a két szegmens kdzott

helyezkedik el.
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Biofizikai tulajdonsagok

Az Ik volt az els6é kaliumaram, amit szivizomsejtekben irtak le. Eredetileg
idéfliggdé hattéraramnak gondoltak. Késébb tisztazddott, hogy az Ik id6flggd
valtozasait intracellularis Mg?* [97, 163], valamint polyaminok (putreszcin®*,
spermidin®*, spermin**) [92] Kir2.1 csatorndhoz valé fesziltség-, és id6fliggd
k6tédése okozza.

Az lxs aramot létrehozd ioncsatorndk valamennyi szivvel kapcsolatban leirt
kaliumcsatorna kozil a legszelektivebbek K* ionokra [74, 115, 126]. Az egyetlen
ioncsatornara vonatkozé konduktancia értékét 9-45 pS kozott adjak meg [46, 69, 74,
96, 127]. Tengerimalac kamrai myocytdkon a csatornanak egy teljesen nyitott
allapotat, és négy kisebb vezetéképességl (Un. szubkonduktancia) allapotat irtak le
[95, 96].

A csatorndk er6sen befelé egyeniranyitdé karakterisztikgjuak (8. abra). Befelé
egyeniranyitasuk miatt ezeken az ioncsatornakon a nyugalmi membranpotencialnal
negativabb feszlltségértékek esetén jelentds aram folyhat keresztil, mig a -40 mV-
nal pozitivabb membranpotenciadlok esetén folyd kifelé iranyuld aram kicsi. Az Iy
aram-feszliltség fliggvénye -80 mV-nal pozitivabb potencidltartomanyban negativ
meredekségi [173, 195].

Modulacié

A csatorna miikodését sok tényezé befolyasolja [125]. Az extracellularis [K*]
névekedése a Kir2.1 csatorndk konduktancigjat néveli [115, 127]. Az Iy aramot
gatolja az intracellularis acidézis [69], és Cs*, illetve Ba?* extracellularis alkalmazasa.

Tébb antiarrhythmias szer is gatolja az Ik aramot (pl. kinidin, amiodaron). Szintén
csokken az aramamplitadé lizofoszfatidilkolin [136] és oxidativ stressz hatasara [99].

Human kamrai szivizomsejtekben (-adrenerg hatds gatolja az Ixs aramot PKA
altal kozvetitett foszforilacio kdvetkeztében. Ez a B-adrenerg modulacioé
szignifikansan  csbkken szivelégtelenségben [80]. a-adrenerg receptorok
ingerlésének sejttipustél és fajtdl fliggben eltéré6 hatasa lehet; human pitvari
munkaizomsejteken példaul ai-adrenerg stimulacié gatolja az Ix; aramot PKC altal
medialt utvonalon [135]. Az Ixs nagymértékii csdkkenését tapasztaltak mind pitvari
[79], mind kamrai [10] myocytakon szivelégtelenségben szenved6 betegeken végzett
vizsgalatok soran. Kilénféle szivizom-hypertrophias allatmodellek esetén leirtak az

Ik nbvekedését, csdkkenését, illetve nem szignifikans valtozasat is.
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Patkany kamrai szivizomsejteken az lx; nagymértékben megné a foetalis élet
utols6 szakaszaban, mellyel egyltt a szivizomsejteket jellemzd nyugalmi
membranpotencial is negativabb értéket vesz fel [105]. Erdemes azonban
megjegyezni, hogy ezzel parhuzamosan féként a KCNJ12 gén altal kodolt Kir2.2
fehérje expresszidjanak névekedését mutattak ki, nem pedig a Kir2.1-ét.

lll. Az egyes kaliumaramok feltételezett szerepe a szivizomsejtek

repolarizacidjaban

Az akciés potencidl csucsa utan a szivizomsejtek membranja repolarizalodni
kezd. A teljes repolarizacié sejttipustél és ingerlési frekvenciatdl fliggéen mintegy
100-400 ms kozott valtozhat. A késbbbiekben bemutatandd kutya kamrai
munkaizomsejtek esetében ez az idétartam 1 Hz-es ingerl6frekvencia esetén
mintegy 200-250 ms.

Ahogy azt a korabbiakban mar bemutattam, az akcidés potencial felszall6 szara
(nulladik fazis) és a nyugalmi membranpotencial helyrealldsa (harmadik fazis vége)
k6z6tt a szivizomsejtekre jellemzé plateau fazis (masodik fazis) taldlhaté. Ez a
plateau fazis a kamraizomsejtekben sokkal kifejezettebb, mint a pitvari vagy nodalis
sejtekben [195]. A pitvari és az ingerképzd szévetbdl szarmazd szivizomsejteken a
plateau fazisbo6l folyamatosan bontakozik ki a vegsé repolarizacio, a kamrai
cardiomyocytak plateau fazisa és repolarizacidéja kozoétt élesebb az atmenet. A
kamrai munkaizomsejtek membranjanak 0 mV koérlli depolarizaltsdga tehat
viszonylag hosszu ideig tart.

A kamrai szivizomsejtek repolarizaciojanak és az abban szerepet jatsz6 aramok
tulajdonsagainak vizsgalata kiemelt jelent6ségli a kardiol6giai alapkutatasban.
Ugyanis barmely szer, mely gatolja a kamrai szivizomsejtek repolarizaciojat (pl. az Ik
aramot), megnyuijtja az AP hosszat, és emiatt Un. szerzett hosszlu QT szindromahoz
vezethet [37, 122, 124]. A hosszu QT szindréma O6roklétt (lasd korabban) vagy
szerzett formai a syncope, egyes arrhythmidk (példaul torsade de pointes tipusu
kamrai tachycardia), és a hirtelen szivhalal fokozott kockazataval tarsulnak [25, 39,
118].
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lll.1. Az |, szerepe a korai repolarizacidoban

Az akciés potencial felszalld szarat kovetd korai gyors repolarizaciét a Na'-
csatornak inaktivacioja, illetve a tranziens kifelé iranyulé aram gyors aktivaciéja
okozza. A tranziens kifelé iranyul6 aramot féként az Il (lor) szallitia K*-aram
formajaban, am a Ca®"-aktivalt Cl-aram (lcaci vagy he2) is hozzajarul az
intracellularis [Ca®*] emelkedésével parhuzamosan.

A szivkamra izomzatat legaldbb harom rétegre szokiak osztani az egyes
régidkban megfigyelheté AP morfoldgia (féként az elsé fazis és a plateau alaki
eltérése) szempontjabdl, igy megkulénbdztethetlink subepicardialis,
subendocardialis és a kettd k6z6tt elhelyezkedd midmyocardialis régiét [86, 90, 195].
A subepicardiadlis sejteken az AP els¢ fazisdban igen kifejezett az atmeneti
repolarizacié, majd ennek lezajlasa utan kdvetkezik a plateaufazis, amely a nulladik
fazisnal lassabb depolarizacié soran éri el maximalis magassagat. Ennek a régionak
az akcidos petencidljat szoktdk “spike and dome” (“tliske és kupola”) tipusunak
nevezni. A subendocardialis sejtekben az atmeneti repolarizacié csak jelzett. A
midmyocardialis un. M-sejteknél ugyanez a kezdeti repolarizacié kevésbé mély, mint
a subepicardidlis sejtekben, de a subendocardidlis sejtekénél kifejezettebb. A fent
vazolt kilénbségek féként az |, aram egyes myocardium-rétegekben észlelhetd
eltéré6 denzitdsabol addédnak [86]. Az aram legkifejezettebben a subepicardium
sejtrétegeiben jelentkezik, mig legkevésbé a subendocardiumban figyelheté meg.
Transzmuralis kilénbségeket irtak le a késdi kaliumaram egyes komponenseiben is,
amik szintén hozzajarulhatnak az akciés potencial regionalis eltéréseihez [89].
Nyilvanvalé azonban, hogy a szivkamra nem haromféle sejtb6l vagy harom élesen
elkilonuld sejtrétegbdl épul fel; a fent emlitett subendocardialis—midmyocardialis—
subepicardialis atmenet folytonos (Ugy a regisztralhaté AP, mint az |, arams(risége
szempontjabdl), a haromféle sejtcsoport megklldnbdztetése inkabb didaktikai
célokat szolgal.

Jelenleg még nem egyértelmd, hogy az |y, befolyasolja-e a human szivizomsejtek
akciés potencidljanak hosszat. Mivel a subendocardiumban az I, igen kicsi, ezért
ebben a régidban az APD-re gyakorolt hatasa szinte teljes bizonyossaggal kizarhato.
A szivizomzat tébbi rétegében azonban nem ilyen egyszerii a helyzet. Egyes

modellkisérletek szerint az |, gatldsa nem okoz valtozast az akciés potencial
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hosszaban [47, 117, 185]. Masok — szintén szimulaciéval kapott — eredményei
alapjan az l, enyhe nbvelése az elsé fazis végére negativabb membranpotencialt
eredményez, ami az Iga. elhlz6dobb aktivalodasat eredményezi, és igy
meghosszabbodik az akciés potencial. Az |, nagymértéki névelése a membran idé
el6tti teljes repolarizacidjat okozza, igy az akciés potencial sokkal hamarabb ér

véget, mint normal esetben.
lll.2. Az Ix komponenseinek szerepe a repolarizaciéban

Az Ik és Iks aramok fokozatosan ndvekednek a kamrai akciés potencial plateau
fazisa alatt. Az Ik, meredekebben emelkedik, és nagyobb amplitudéju, mint az Iks. Az
lkr az akcidés potencidl felszallé szara alatt és utan aktivdlédhatna ugyan, am a
korabban mar emlitett nagyon gyors inaktivaciéja ezt nem teszi lehetévé. Ahogy a
membranpotencial egyre negativabba valik a plateau fazis soran (féként az L-tipusu
kalciumcsatornak fesziltségfiiggd és intracellularis [Ca®] fiiggd inaktivacidja miatt),
az Ikt létrehozé ioncsatornak visszatérhetnek az inaktivaciébdl, tehat az Ik,
névekedhet. Az aramot létrehozdé K,11.1 csatorndk pozitiv feszlltségtartomanyban
tapasztalhaté befelé egyeniranyitasa (gyors inaktivalédasa) azonban nem teszi
lehetévé, hogy a plateau fazis elején és kézepén nagyon nagy Ik folyjon. Az Ik,
elegendben gyors aktivalédasa, és a membranpotencial negativva valasa viszont az
Ixr kifejezett ndvekedését eredményezheti a végso repolarizacié soran.

Az ks nagyon lassan aktivalodik, és az akcids potencial alatt csak kis amplitudot
ér el. Mivel azonban deaktivacidja is nagyon lassu, valamint nem inaktivalodik,
felvetették, hogy az Iks lehet a felelés az akcidés potencial frekvenciafliggd
rovidilésében nagy ingerlési frekvenciakon. B-adrenerg hatasra szintén névekszik az
aram amplitudéja, ami szintén csékkenti az akcids potencial hosszusagat [172].

A plateau fazist kévetd végsé repolarizaciét (harmadik fazis) valdszinlleg az L-
tipusu kalciumcsatornak inaktivacidjanak egyre kifejezettebbé valasa, és ezzel
parhuzamosan a kés6éi K'-aram komponenseinek feler6s6dése inditjia el. Az
ionaramok egyensulya a kifelé iranyuldé aramok felé tolédik, igy ndvekszik a
repolarizacié Uteme [87]. A késdi kifelé iranyul6 aramok szerepe a human kamrai
szivizomsejtek repolarizaciéjaban mindmaig nem tisztazott pontosan. Bar az Ik, és az
Iks is megtaldlhatdé a kamrai cardiomyocytakon, amplitudéjuk (kilénésen az lks-€)

elég kicsiny. Azonban az Ik, specifikus gatlasa lll. osztalya antiarrhythmias szerekkel
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megnyUjtia a kamrai akciés potencialt. Ugyanezt a hatast okozza az Ik, és az Iks
csatornaalkotd vagy jarulékos fehérjéinek defektusa is un. ,hosszu QT szindréméat”
(long QT syndrome — LQT), vagyis az elektrokardiogramon lathat6 jellegzetes QT-
szakasz megnyulast eredményezve (lasd korabban).

Bar a K" elektrokémiai gradiense a repolarizacié elérehaladasaval fokozatosan
csdkken, az egyre negativabba valé membranpotencial miatt K,11.1 csatornak
visszatérhetnek inaktivacidjukbdl, igy ndvelve az Ix, nagysagat. A k-t tartjak
felelésnek az akciés potencial hosszisaganak meghatarozasaért. Az Ik lassu
deaktivacidja miatt felvetédétt az Ik, szerepe gyors ingerlés esetén az akcids
potencidl frekvenciafliggé révidilésében is [48].

Szemben az Ik repolarizacidban jatszott fontos szerepét dvez6 egyetértéssel, az
Iks hozzajarulasa a normal kamrai repolarizacidhoz jelenleg is vita targya. Az lks
megitélése nagyban fligg a vizsgalat soran alkalmazott fajtol és a Kkisérleti
elrendezéstél is.

A tanulmanyok tdbbsége az lks gatlasa soran megfigyelheté akcids potencial
hossz valtozasabdl prébal kdvetkeztetni az Iks szerepére. Azok a munkacsoportok,
akik szignifikdns akciés potencial nyulast tapasztaltak, az Iks fontossagat
hangsulyozzak [12, 93, 107], mig akik esetén az akcids potencial hossz valtozasa
nem szignifikans, azok az lxs normal repolarizaciéban betdltdétt elhanyagolhaté
mértékli szerepe mellett érvelnek [84, 164]. Abban azonban széleskorlii az
egyetértés, hogy az akciés potencial hosszanak névekedésével [164], illetve [-
adrenerg stimulacié6 hatasara [71, 172] megndé az Iks hozzdjarulasa a
repolarizaciéhoz.

Az antiarrhythmias szerek kutatasaban U0j iranyzat az Iks-t aktivalé szerek
fejlesztése [128, 186]. Az Ixs aktivalasaval ugyanis — a gyogyszerfejleszték reményei
szerint — anélkil lehetne ndvelni a refrakter periddust, hogy a kamrai akcids
potencidlok hossza jelentésen valtozna. Ezaltal csbkkenteni lehetne az
antiarrhythmias szerek proarrhythmias kockazatait.

Eltéré allaspontokkal talalkozhatunk az Iks frekvenciafliggé viselkedését
tanulmanyoz6 vizsgalatokban is. Tengerimalac preparatumokon az Iks lassu
deaktivacidjat irtak le [133], ami alapjan az Ixs szerepet jatszhat a nagyobb ingerlési
frekvencidkon tapasztalt rovidebb akcidés potencial kialakitasdért. Ezzel szemben
human [67] és kutya [48] preparatumokon az Ixs viszonylag gyorsan deaktivalodik,

YV
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Az akciés potencial repolarizaciéjanak végére a késéi K'-aram jelentésen
lecsbkken az alacsony elektrokémiai hajtber6 miatt, igy a repolarizacié

befejezésében az Iy, €s az Ixs szerepe nem jelentds.
lll.3. Az Ik, szerepe az akcios potencial soran

A kamraizomsejtek membranja az elektromos diastole alatt szinte kizarélag K*
ionokra nézve permeabilis. Ez a nagy K*-konduktancia eredményezi az lx; aramot,
ami -80 mV Kkorlli értéken stabilizalja a nyugalmi membranpotencialt. Az Ik a
korabbiakban mar emlitett jellegzetes befelé egyeniranyuld sajatsagokat mutat. A
Kir2.1 csatornakhoz —-40 mV-nal pozitivabb membranpotencidlok esetén gyorsan
Mg?*, illetve polyaminok kdtédnek, igy deaktivaljak az lk; aramot. igy az akciés
potencial felszallé szara alatt az Ix; gyorsan deaktivalodik, és a plateau fazis soran
nem szolgaltat jelent6s repolarizal6 aramot. Ez is hozzgjarul a kamrai
szivizomsejtekben tapasztalhaté hosszu plateau fazis kialakulasahoz. A repolarizacio
elérehaladasaval a membran egyre negativabba valik, és igy az Is fokozatosan ujra
aktivalédhat. Bar a K* ionokra haté elektrokémiai hajtéeré6 egyre csdkken, a nyitott
Kir2.1 csatornak dsszessége elegendéen nagy konduktanciat eredményez ahhoz,
hogy az lk; a nyugalmi membranpotencial helyreallasaig névekedjen. igy feltehetéen
az lxy alakitja ki a repolarizacié viszonylag gyors utolsé szakaszat [143, 158], és

tartja fenn a nyugalmi membranpotencialt a kbvetkez6 akcids potencial kezdetéig.

IV. Az akcids potencial clamp technika

A repolarizacidban szerepet jatszd ionaramokat fé6ként hagyomanyos fesziltség-
clamp technikaval vizsgaljdk. A Kkllénbéz6 pulzusprotokollok alkalmasak az
ioncsatornak feszlltség-, illetve id6éfiiggé kapuzasi paramétereinek leirasara,
azonban ezeknek az adatoknak az ismeretében legfeljebb talalgatdsokba
bocsatkozhatunk arra vonatkozéan, hogy egy aktualis akcids potencial alatt milyen
iondaramok folynak. Ennek a probléméanak a feloldasara vezették be az akcibs
potencial clamp technikat [45]. A modszert részletesen az ,Anyagok és médszerek”

fejezetben ismertetem.
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Célkitiizés

Kisérleteink célja a kutya bal kamrai szivizomsejtekben megtalalhato
kaliumaramok repolarizaciéban jatszott pontos szerepének tisztdzasa volt. Ezt
els6sorban az élettani viszonyokat leginkabb tikr6zé akcidés potencial clamp
kérilmények kozo6tt kivantuk elvégezni. Tovabba vizsgalni kivantuk az egyes
ionaramok frekvenciafliggé sajatossagait is, hogy a repolarizacidoban betdltott
szereplket még pontosabban meghatarozhassuk.

A kutya szivizomsejteken végzett vizsgalatoknak azért van kilénds jelentésége,
mert elektrofizioldégiai szempontbdl a human kamrai myocardium legjobb modellje a
kutya szivizomzat [51, 54, 156, 157]. Emiatt a kutya modellen végzett kisérleteket

minimalis fenntartassal extrapolalhatjuk human viszonyokra.
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Anyagok és modszerek

I. Kutya bal kamrai szivizomsejtek izolalasa

Kisérleteinket kutyak szivének bal kamrajabdl izolalt szivizomsejteken végeztik.
A sejteket ivarérett, kisérleti célra tenyésztett kutyak szivébdl nyertiik, az anterograd
szegmensperfuzios technika [157] alkalmazasaval. A 10-20 kg-os allatokat 10 mg/kg
ketamin-hidroklorid (Calypsolvet, SelBruHa Kft., Magyarorszag) és 1 mg/kg xylazin-
hidroklorid (Rometar, Alfasan, Hollandia) alkalmazasaval altattuk. A mellkas
megnyitasa utan a szivet gyorsan kiemeltlk, és a bal elllsé leszallé arteria coronaria
agat kanllaltuk, és ezen arteria vérellatasi tertletének megfeleléen perfundaltuk a
myocardiumot Langendorff apparatus segitségével. A perfizié elsé 5 percében Ca?*
mentes, taurinnal (2,5 g/l), piruvattal (175 mg/l), ribdézzal (750 mg/l), allopurinollal
(13,5 mg/l) és NaH.POs-tal (200 mg/l) médositott JMM oldatot (Minimum Essential
Medium Eagle; Joklik-féle médositas, termékszam: M-0518; Sigma) alkalmaztunk a
szovet Ca®* és vértartalmanak eltavolitasa céljabdl.

Ezt kévetéen a preparatumot mintegy 30 percig perfundaltuk ugyanezzel a JMM
alapoldattal, melyhez még kollagenazt (660 mg/l, Type Il.;Worthington), borju
albumint (2 g/l, Fraction V.; Sigma) és CaCl>-ot (50 uM) adtunk. A sejtizolalas soran
az oldatokat végig karbogénnel equilibrdltuk és a perfuziés oldat hémérsékletét
37 °C-on tartottuk. A kollagenazt is tartalmazé oldattal térténd perfazié végen a bal
kamra falanak midmyocardialis rétegét apré darabokra vagtuk, és a szdvetdarabokat
50 yM kalciumot tartalmaz6 modositott JMM oldatban szuszpendaltuk. A
sejtszuszpenzidét tdbbszér Ulepitettik, szlrtlk és mostuk egyre ndvekvd
kalciumkoncentraciéju mdéddositott JMM oldattal. Az izolalast kdvetéen a
szuszpenzidban levé sejtek mintegy 30-60 %-a palcika alaku volt és tiszta
harantcsikolatot mutatott 2,5 mM kalciumot tartalmazd oldatban (9. abra). A
sejtizolalas befejezése utdn két-harom oraval kezdtlk meg a kisérletek vegzeését.
Felhasznalasig a sejteket 14 °C-on taroltuk, Minimum Essential Medium Eagle
oldatban (pH=7,4).

28



9. abra: A mérésekhez hasznalt kutya bal kamrabdl szarmazoé izolalt szivizomsejt képe.
Tisztan lathatd a szivizomsejtekre jellemz6 harantcsikolat.

Il. Elektrofiziolégiai mérések

Valamennyi kisérletiink kezdetekor a szivizomsejteket 37 °C hdémérsékleten
tartott, 1 ml térfogatl plexiiveg mérékadba helyeztik. A kadban levé sejteket
folyamatosan Tyrode oldattal (144 mM NaCl, 5,6 mM KCI, 2,5 mM CaCl,, 1,2 mM
MgCl,, 5 mM HEPES, 10 mM gliikéz; pH=7,4) perfundaltuk 10 ml/perc sebességgel.
Az elektrofiziolégiai mérések kivitelezéséhez Axoclamp 2B, illetve Axoclamp 200B
(Axon Instruments) erdsitbket haszndltunk. A szamitdégépes vezérléshez és
adatgyjtéshez pClamp 6.0 szoftvert alkalmaztunk. Az erésité és a szamitdgépes
szoftver k6z6tti kapcsolatot Digidata 1200 A/D-D/A (Axon Instruments) jelatalakité
teremtette meg. Az er6sitébél szdrmazé analdég jeleket oszcilloszképon is
megjelenitettik (l4sd: 10. abra).

erosito

mikroelektrod

preparatum

oszcilloszkop

szamitogep

10. abra: Az elektrofizioldgiai mérésekhez hasznalt elrendezés vazlata
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I.1. Akciods potencialok elvezetése izolalt szivizomsejtekrol

A transzmembran potencidlokat 3 M KCI oldattal t6ltdétt  boroszilikat
mikroelektrodakkal regisztraltuk, melyek ellendllasa 20-40 MQ volt. A sejteket
folyamatosan 1 ms szélességl négyszdgimpulzusok alkalmazasaval ingereltik,
melyek amplitudéjat az ingerkliszéb 110-120%-ara allitottuk, igy az ingerl6 jel és az
AP felszalld széara kdzott 1-2 ms szlinet lehetett. Az AP-okat 100 kHz-es mintavételi
frekvenciaval digitalizaltuk, és taroltuk a késébbi értékelésig.

A frekvenciafliggest vizsgald kisérletek sordn az ingerlési ciklushosszt elészor
5 s-ra allitottuk, majd egyre csOkkentettik a 0,5 s-os végsé értékig. A tényleges
mérések elvégzése elbtt legaldbb 100 ciklust vartunk, hogy bealljon az egyensulyi
allapot.

Az akcids potencialok hosszat a repolarizacié 50 %-anal és 95 %-anal hataroztuk
meg (rendre APDs, és APDgs). A plateau fazis amplitidojat a felszalld szar kezdetétol
szamitva az akcios potencial hosszanak (APDgs) 20 %-anal mértik. A kisérletek
soran chromanol-293B (tovabbiakban chromanol), E-4031 és isoproterenol oldatok
hatasait vizsgaltuk. Mindegyik szerrel legalabb 5 percig, a teljes hatas kialakulasaig
perfundaltuk a sejteket. A chromanolt dimetilszulfoxidban oldottuk (10 mM
térzsoldat), majd kézvetlenll az alkalmazas el6tt tovabb higitottuk a perfaziés Tyrode
oldattal 10 uM végkoncentraciéra. Az E-4031-b6l desztillalt vizzel 1 mM-os
térzsoldatot készitettlink. Az isoproterenolt minden kisérlet elétt kdzvetlendl oldottuk

fel.

I.2. Az ionaramok mérése fesziltség-clamp technikaval

A mérésekhez 1,5-2,5 MQ ellendllasu boroszilikat mikroelekirédakat hasznaltunk.
A pipetta belsé oldata az alabbi anyagokat tartalmazta: 100 mM K-aszpartat, 45 mM
KCIl, 1 mM MgCl,, 10 mM EGTA, 3 mM K-ATP, 5 mM HEPES; pH=7,2. A pipetta
hegyét a sejt felszinéhez érintve enyhe szivast alkalmaztunk, elésegitve a
nagyellendllasu kapcsolat (1-10 GQ; un. ,gigaseal”’) kialakulasat. A gigaseal
kialakuldsa utan tovabbi szivassal, vagy 1-5 ms hosszu 1,5 V nagysagu elektromos
impulzus alkalmazasaval tortik at a pipetta hegye alatti membrandarabot az
egészsejtes elrendezés eléréséhez. A sejtek membranfellletének kapacitasat
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minden kisérlet el6tt 10 ms hosszu, —10 mV-rél —20 mV-ra térténd hiperpolarizacié
segitségével megmértiik, és az ionaramokat az igy kapott sejtkapacitasra
vonatkoztattuk. A fesziltség-clamp Kkisérletekhez felhasznalt sejtek atlagos
kapacitasa 128%7 pF volt. A mérési elrendezés teljes soros ellenallasa altalaban 4—
8 MQ-nak adddott, melyet 50—-80 %-ban kompenzaltunk.

I.2.1. Akcids potencial clamp

Az akcios potencial clamp technika a feszlltség-clamp technika specialis
valtozata [45]. A mobdszer lényege, hogy parancsjelként a sejt sajat akcios
potencidljat alkalmazzuk, nem a hagyomanyos fesziltség-clamp eljarasnal
megszokott négyszdg alaku feszlltségjelet vagy haromszdg alaku feszlltségrampat.
Tovabbi lényeges eltérés a két eljaras kdzott, hogy a hagyomanyos feszlltség-clamp
technika alkalmazasa soran az extracellularis, és az intracellularis tér dsszetételét
ugy allitjuk be, hogy a mérés sordn a membranon kizarélag az &altalunk vizsgalni
kivant aram haladjon keresztll. Ehhez sokszor a szervezetben élettani esetben el
sem fordulé ionokat (pl. Cs*, Ba?*), és ioncsatorna-gatlészereket hasznalunk. Ezzel
szemben az akciés potencial clamp technika alkalmazasa soran a fiziolégias
allapotot a lehetd legjobban megkdzelité feltételeket biztosithatjuk. Az extracellularis
és intracellularis tér dsszetétele az élettanival egyez6 lehet, és minddssze a vizsgalni
kivant ionaram szelektiv gatloszerét kell alkalmaznunk. Az akciés potencial clamp
technika soran feltétel, hogy a membranon athaladé valamennyi nem vizsgalt aram a
kisérlet teljes id6tartama alatt valtozatlanul a fiziologidas értéken maradjon, az intakt
sejthez hasonldan.

Az akciés potencidl clamp technika alkalmazasakor &ltalanosan alkalmazott
kisérleti protokollt a 11. abra szemlélteti. Els6 |épésben, aram-clamp kériimények
k6zott rogzitjlk a sejt sajat akciés potencialiagt (D panel) Ha ezt a
feszlltségmintazatot parancsjelként jatsszuk vissza feszlltség-clamp Gzemmaéddban,
az akcids potencial alatt mérheté aramjelink folyamatosan nulla lesz (E panel),
hiszen az egészséges sejt szamara semmilyen kllsé aramra nincs ahhoz sziikség,
hogy sajat akcidés potencialjat fenntartsa. Ha ezt kdvetéen valamelyik ionaram
szelektiv gatlészerét alkalmazunk, az aramregisztratumon megjelenik a “kikapcsolt”
aram ellentétes eldjellel (F panel). Ebben az esetben ugyanis az akciés potencial
normdlis lefutdsdhoz szikséges aramok kozil a “kikapcsoltat” intracellularis
erésitébnk fogja biztositani. Ezzel az eljarassal tehat szert tettiink egy olyan
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aramgé6rbére, melynek ellentettie megmutatja a vizsgalni kivant aram akciés

potencidl alatti pontos lefutasat.

Hagyomanyos fesziiltség-clamp Akcids potencial clamp
A D
>
fesziiltségparancs E
0n
100 ms
B E
/ S aramjel
|
F . .. _& , ,
C 0.4 . Nisoldipine-érzékeny aram
u
Uy, (mV) " z
-40 =0 20 4d" 60 Eos
= a _E
2-0.4\:% a -
S 5 o eredmény 0.0
£ /
— /I
-0.84 '..l 0 100 200 300 400
1d6 (ms)

11. abra: A hagyomanyos feszlltség-clamp és az akcids potencial clamp eljarasok fobb

kilénbségei az L-tipusu kalciumaram mérésén keresztlil bemutatva.

Az abra bal oldalan a konvencionalis fesziltség-clamp, mig a jobb oldalon az akcids

potencial clamp technika Iépései lathatéak vazlatosan. Az L-tipusi Ca?*-dram mérése

hagyomanyos feszliltség-clamp esetén megfeleléen megvalasztott négyszog alaku
feszultségjelekkel (A) és intracellularisan (tetraetil-ammonium), valamint
extracellularisan (4-aminopyridin) alkalmazott farmakonok segitségével térténik. Az
egyes depolarizalé lépcsék soran kapott aramjelek (B) amplitudéit az aktualis
membranpotencial fiiggvényében &brazolva kapjuk meg az L-tipusi Ca’*-dram stedy-

Az akcids potencial clamp eljaras |épései:

1. A patch-clamp egészsejtes elrendezésének létrehozasa

2. A sejt sajat akcios potencialjanak rogzitése aram-clamp kortilmények kodzétt, kontroll
(normal Tyrode) oldatban (D)

3. A sejt sajat akcids potenciadljanak visszajatszasa feszlltségparancsként, fesziltség-
clamp maddban, kontroll (normal Tyrode) oldatban; az igy kapott aramjel rogzitése
(elvileg zérus aram) (E)

4. A sejt sajat akcidés potencidljanak visszajatszasa feszliltségparancsként, feszlltség-
clamp modban, a vizsgalni kivant ionaram specifikus gatldsa utan; az igy kapott
aramjel rogzitése (F — a panel az L-tipust kalciumaram gatlasara alkalmazott
nisoldipin jelenlétében mért dramgoérbét szemlélteti)

5. A 3. és 4. pont alatt leirt daramgorbék kiilonbsége mutatja meg a vizsgalt iondaram
akcids potencial alatti megjelenését

A jelen vizsgalatok soran alkalmazott akcidés potencial clamp technika részleteit
az aladbbiakban ismertetem. Az akcidés potencialokat egészsejtes elrendezésben,
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aram-clamp Gzemmodban régzitettik a patch pipetta segitségével normal Tyrode
oldatban. A sejteket folyamatosan 1 Hz-es (illetve a megfelelé kisérleteknél 0,2 Hz,
0,5Hz, vagy 1,66 Hz) frekvenciaji 1 ms széles kiszbéb feletti négyszogjellel
ingereltlk Ugy, hogy a stimulus mitermékét az akcids potencial felszallé szaratdl jol
el tudjuk kuléniteni. Sejtenként tiz egymast kdvetd akcids potencialt régzitettiink
100 kHz-es mintavételi frekvencidval, majd ezeket atlagoltuk. Ezt az atlagolt jelet
hasznaltuk ugyanazon a sejten és ugyanolyan ingerlési frekvenciaval
feszlltségparancsként, immar feszlltség-clamp modban. Az igy kapott aramjel — a
kezdeti néhany ms kapacitiv tranziensének kivetelével — a nulla vonalban futo
vizszintes gbrbe volt. Az |y, Ik, lks €S lk1 aramokat rendre 1 mM 4-aminopyridin, 1 pM
E-4031, 10 uM chromanol-293B, illetve 50 uM BaCl, alkalmazéséval kildnitettik el,
mindegyik szerrel legaldbb 3 percig perfundalva a sejteket. Az egyes ionaramok
profiliat ugy kaptuk meg, hogy a szerek alkalmazasa el6tti (végig kdzel zérus)
aramgO6rbébdl kivontuk a szerhatds utani aramgoérbét. Az akcidés potencial
paraméterei kdzil meghataroztuk a 90 %-0s repolarizacional mért akciés potencial
hosszt  (APDgy), a korai repolarizaci6 soran elért  legnegativabb
membranpotencialértéket (Uincisura), @ repolarizacié legnagyobb meredekségét
(V max), €s a V max idépontjat.

1.2.2. Az Ixs mérése négyszégimpulzusokkal

A Kkisérletek soran tartépotencialként —-40 mV-ot alkalmaztunk. Az Iks-t 10
masodpercenként, 5s hosszu +30 mV-ra t6rténé depolarizacié segitségével
aktivaltuk. A depolarizacié legvégén mért, a fenti moédon aktivalt aramot tekintettlik
teliesen aktivalt lxs-nek, a tartépotencialra térténd repolarizacié utdn mért aramot
pedig lks farokaramnak. Az aram steady-state aktivaciéjanak feszlltségfiiggését
vizsgalo kisérleteink soran —20 mV és +50 mV k&zotti potencialra depolarizaltuk a
sejtmembrant 10 mV-os lépcsékben.

Ill. Matematikai modellezés

Szamitégépes szimulaciok segitségével elemeztik a plateau fazis
magassaganak, illetve az akcids potencial hosszanak az ks kinetikajara gyakorolt
hatasat. Numerikus modellként az Ixs fesziliség-, és idéfliggését is leird
Viswanathan és munkatarsai altal publikalt modellt [169] alkalmaztuk, melyet sajat
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mérési eredményeinkhez adaptaltunk. A Viswanathan modelltél a Gmax értékében
tértink el, ezt ugyanis 0,084-gyel megszorozva alkalmaztuk. Azért tértink el a
paraméter eredeti értékétél, mert csak igy kaptunk a modell segitségével olyan
amplitidéértékeket az Ixs farokaram esetén, melyek jol egyeztek sajat, korabbi
mérési eredmeényeinkkel.

Az Iks éaramprofijanak kiszadmitasahoz felhasznalt akcidés potencialokat
midmyocardialis szivizomsejteken rogzitettiik. A plateaumagassag, illetve az akcios
potencial hossz Ixs-re gyakorolt hatasanak elemzéséhez magunk készitettlink egy
programot, mely egy kordbban regisztralt akciés potencialt az altalunk kivant
formajura (tehat vagy kizarélag a plateau magassagat, vagy kizardlag az akcids
potencidl hosszat valtoztatva) tudta alakitani. Igy egyetlen kiindulasi akciés
potencialbdl kizardlag az altalunk vizsgalni kivant paraméterben kilénb6z6 akcids
potencial sorozatot készithettiink.

A modellt Mathcad 2000i (Mathsoft Engineering & Education, Surrey, Egyesilt
Kirdlysag) program segitségével futtattuk. Az akciés potencial kezdete elé 10 ms
hosszu nyugalmi membranpotencialt illesztettlink, hogy a modellezés soran az aram
steady-state értékre alljon az aktivalas elétt. Az integracios Iépések idétartama 1 ms
volt. Mivel a modell figyelembe veszi a citoszdl kalciumkoncentracidjanak valtozasat
is, ezért egy mesterséges kalcium tranzienst illesztettink a modellbe. A diastole
soran 200 nM-os, mig a systole soran 2 uM-os intracellularis kalcium koncentraciot

allitottunk be.

IV. Statisztikai elemzés

A kozolt adatok a kisérleti eredmények szamtani kdzépértékei + a kdzépérték
kérali standard hiba. A csoportok 06sszehasonlitasa soran egyszempontos
variancianalizist, Student-féle kétmintds t-prébat vagy Onkontrollos t-prébat
alkalmaztunk az adott statisztikai kérdéseknek megfeleléen. Az adatok kozotti
korrelaciék meghatarozasahoz linearis regressziét hasznaltuk. Az eltéréseket P<0,05
esetén tekintettik szignifikansnak.

Minden elvégzett vizsgalat 6sszhangban volt a ,Guide for the Care and Use of
Laboratoy Animals” (US NIH publication No 85-23. revised 1996) és a Helsinki
Deklaracié alapelveivel. A kisérleti protokollt a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatetikai Bizottsaga is jovahagyta (No. 51-57/1997 OEJ).
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Eredmények

. Kaliumaramok vizsgalata akcios potencial clamp moédszerrel

I.1. Tranziens kifelé iranyul6 kaliumaram (ly,)

Az lp-t 1 mM 4-aminopyridin alkalmazasaval kildnitettik el, amely ebben a
koncentracidban az I, 70 %-at géatolja anélkil, hogy egyéb kamraizomsejteken
megtalalhaté kaliumaramokra jelentés hatasa lenne (12. abra). Az akcios potencial
felszall6 szarat kdvetéen az |, gyorsan ndvekedett, és 4,4+0,7 ms-mal az akcids
potencial csucsa utan érte el a maximumat (12. abra A, B). A tovabbiakban
szerepld, akcidés potencial clamp koérGlmények kdzoétt mért valamennyi idépontot
szintén az akcios potencial felszall6 szaranak kezdetétél szamitottuk. A csucs
elérése utan az aramjel 7,4+0,6 ms-os idéallandbval csékkent zérusra, igy a 4-
aminopyridinre érzékeny aram 50 ms alatt teljesen megszint. Az akciés potencidl
felszallo szaranak kezdetétél 50 ms elteltével 0,05%0,1 pA/pF aramsiriiséget
mértink (n=10). Az l,, amplitudéja 3,0+0,23 pA/pF-nak adddott, mig az aram altal
szallitott téltésmennyiség 29,7+2,5 fC/pF volt. A teljes tdltésmennyiséget az aram-idé
flggvényen az aramgérbe alatti terlletként hataroztuk meg. Az I, csucsa minden
esetben megeldzte az akcids potencial incisurajat (a kezdeti repolarizacié soran elért
legalacsonyabb membranpotencial), amit a felszall6 szar kezdetétél 10,0£0,8 ms-mal
mértink. Az akcids potenciél clamp soran nyert aram-fesziltség 6sszefligges alapjan
(12. &bra C) — az li, aram mért értékeit a parancsjelként hasznalt akciés potencial
megfelel6 feszliliségértékeinek fliggvényében abrazolva — megallapitottuk, hogy az
lto —15mV és +40 mV koéz6tt volt aktiv, maximumat +8,8+1,9 mV-nal érte el. Az
akcios potencial incisurajanal mért fesziltségérték (Uincisura) €S az I, maximalis értéke
forditottan aranylott egymashoz (12. abra D). A 90 %-0s repolarizacional mért akcios
potencial hossz (APDg) és az l;,, amplitudoéja k6z6tt nem talaltunk dsszefliiggést (12.
abra E).

.2. A késéi kaliumaram gyors komponense (lk;)

Az Ik, vizsgalatat kilenc szivizomsejten végeztik el 1 Hz-es ingerlési frekvencian

(13. abra). Az aram szelektiv gatlasara 1 uM E-4031-et alkalmaztunk. Az Ik,
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12. abra: (A) Tranziens kifelé iranyuld kaliumaram regisztratuma akcios potencial clamp
kérulmények kozott. A reprezentativ akcids potencidlt és az I, aramprofilt 1 Hz-en
mértiik. A tranziens kifelé iranyuldé kaliumaramot 4-aminopyridin-érzékeny aramként
definidltuk. (B) Az (A) panel kinagyitva. (C) Az I, aram-feszliltség diagramja. Az adott
idépillanat membranpotencialértékeinek fliggvényében abrazoltuk az izokronalisan folyd
4-aminopyridin szenzitiv aramot. (D) Az I, amplitiddja és az incisura legmélyebb pontja
kozotti korrelacio. (E) Az I, amplitiddja és az akcids potencial 90 %-os repolarizaciéjanal
mért hossza (APDgg) koOzotti korrelacido. Ezen és a koOvetkezé abrakon a korrelacids
koefficienst ,r”, mig a korrelacioé szignifikanciajat ,,P” jeloli.

fokozatosan emelkedett a plateau fazis soran, csucsértéke 0,62+0,08 pA/pF-nak
adddott, az aram Altal szallitott téltésmennyiség 57,616,7 fC/pF volt. Az akcids

potencial idétartamanak felénél az Ik, nagysasat 0,14+0,03 pA/pF-nak mértiik, ami a

36



A B os

50
— o
> Q

0~ S
ég S o4
= 1
-50 g
@
-100- = 0,

0.6 -100 -50 0 50
o C Membranpotencial (mV)
:% 2,07
£ T
c 0,41 <\C,J:- 1,51
g s |
~m_ c 1,01 net
— 0,01 S

0 100 200 300 S 09 I
Id6 (ms) - 004 Kr
100 150 200 250 300
D og E 0. 1d8 (ms)
ol chromanol-érzékeny I >
< aram Kr £
< °
=04 2
@ T 250-
\(Q (]
c o
Q 3
0,0 8 " r=0,97
: . . — 200! 4 P<0,001
0,0 0,5 1,0 . . .
APDg,-re vonatkoztatott idé 200 250 300
V- . ideje (ms)
1.5, G 300,
F-5 .
] |
@ | m [
S 20 = . E
e 5 2501 o ."
|>E -2.5- | | o | | "
1 r=—0,39 < r=—0,51
P=0,3 " P_
.3,0J =" = 200J 0% Ll
0,0 ) 0,5 1,0 0,0 ) 0,5 1,0
|, @&ram csucs (pA/pF) I, @&ram csucs (pA/pF)

13. abra: A kés6i kaliumaram akcidos potencial clamp koérialmények kozott. (A)
Reprezentativ, akciés potencial alatti Iy, aramprofil 1 Hz-en mérve. Az Ix-t E-4031
szenzitiv dramként hataroztuk meg. (B) Az (A) panel alapjan nyert reprezentativ Iy,
aram-feszultség diagram. (C) Az E-4031 érzékeny aram és a nettd membranaram
lefutdsa az akcidés potencial soran. (D) A chromanolérzékeny aram és az Ik akcids
potencial clamp korlilmények kozott reprezentativ aramgorbéken szemléltetve Az
idépontokat a parancsjelként hasznalt akcids potencidl APDy, értékére normalizaltuk, igy
téve lehetévé a két dram kilonbdzd hosszlsagl akciés potencidlok alatti
osszehasonlithatasat. (E) Az Iy, aramcsucs és a repolarizacié legnagyobb sebességének
(V™ max) idObeli viszonya. A folytonos vonal az egységnyi meredekség(i egyenest jeloli. (F,
G) Az Ik, dram amplitiddja és rendre a V™ nax €rtéke, valamint az APDgy koz06tti korrelacio.

csucsérték 23,1+4,6 %-anak felelt meg. Az I, aram-feszlltség 6sszefliggése a 13.

abra B panelén lathaté. Az aram +17+3,5 mV-os membranpotencial érték utan



kezdett ndvekedni, maximumat -54,2+1,7 mV-nal érte el. Az aram tulajdonsagait
vizsgalva megallapitottuk, hogy 6sszefliggés van az lx, aram csucsanak idépontja és
a repolarizacié legnagyobb meredekségének (V max) id6pontja kozoétt: az akcids
potencial soran az lx, mintegy 7 ms-mal a V™ nax €l6tt érte el maximumat (13. abra E).

Az Ik, és a membranon keresztilfolyd netté aram (13. abra C; a netté aramot a
sejtmembran kapacitasa és a membranpotencidlvaltozas id6é szerinti elsé
derivaltjanak szorzataként szamolhatjuk: l,e=—Cn*dU/dt) 6sszevetésekor azt lattuk,
hogy a nett6 membranaram a plateau fazis minden idépillanataban meghaladta az I,
értékét. A V nax id6pontjdban az Ik, értéke a nettdé membranaramnak mindéssze
egynegyede volt, igy tehat az Ik, nem lehet a repolarizacié végsé fazisanak dominal6
arama. Ennek megfeleléen nem talaltunk 6sszefliggést sem az Ik, amplitiddja és a

V max értéke sem pedig az Ik, amplitidoja és az APDgy k6z6tt (13. abra F, G).
I.3. A késéi kaliumaram lassi komponense (lks)

Az lks akcios potencidl alatti aramprofiljat 10 yM chromanol-293B alkalmazasaval
kiséreltiik meg megjeleniteni 1 Hz-es ingerlési frekvencian, 6t szivizomsejten. A 13.
abra D panelén reprezentativ Ik, és chromanol-érzékeny aramok goérbéi lathatdak,
ahol az id6pontokat a parancsjelként hasznalt akciés potencial APDgy értékére
normalizaltuk, igy téve lehetévé a két aram Kkilénb6z6 hosszusagu akcids
potencialok alatti lefutdsanak 6sszehasonlithatasat. Az abran lathato, hogy az Iks
aram amplittdéja nem haladta meg a Kisérleti elrendezés zajszintjének
haromszorosat. Tovabba a chromanolérzékeny aram és az Ik, gorbéinek akcios
potencidl alatti lefutasa nagyon hasonlé volt, ami felvetette annak lehetéségét, hogy
a chromanol nem teljesen szelektiv Iks gatlészer. Ezek miatt — a tdbbi
kaliumarammal ellentétben — az Iks-t nem jellemeztik akciés potencial clamp

kérilmények kdzott végzett kisérletsorozatunkban.
4. A befelé egyeniranyito kaliumcsatornak arama (Ik+)

Az lxs aram tulajdonsagait hét kamrai szivizomsejt esetében vizsgaltuk 1 Hz-es
ingerl6frekvencian (14. abra). Gatlészerként 50 uM BaCl,-ot hasznaltunk, melyr6l
ismert, hogy az Ix; 88 %-at gatolja —-58 mV-os membranpotencialon, és ebben a
koncentracidban egyéb kaliumaramokra nincs jelent8s hatasa. Az Ixy aramot a

diastole soran is megfigyeltik: 0,26+0,03 pA/pF aramslriséget mértink a
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14. abra: A befelé egyeniranyitd kaliumcsatornak aramanak profilja akcids potencial
clamp koérulmények k6zott. (A) Reprezentativ, akcios potencial alatt folyo Ix; aramgérbe
1 Hz-en. Az Iyx; elkllonitésére BaCl,-ot alkalmaztunk. (B) Az Ix; aram fesziltségfliggése,
melyet az (A) panel alapjan szamoltunk. (C) A BaCl, érzékeny aram (Ix;) és a nettd
membranaram akcids potencial alatti gérbéje. (D) Az Ix; aramcsucs és a V max idObeli
viszonya. A folytonos vonal az egységnyi meredekségl egyenest jeldli. (E, F) Az Ix; aram
amplitiddja és rendre a V™ max €rtéke, valamint az APDoy k6z6tti korrelacio.

repolarizacié teljes lezajlassa utan, illetve a felszallé szar megkezd6édése el6tt (14.
abra A). Az aram a felszall6 szar alatt atmenetileg csdkkent, majd a plateau fazis
soran lassan névekedett. Az akciés potencial idétartamanak felénél az Ix; értékét
0,1310,03 pA/pF-nak talaltuk, mely még mindig kisebb volt, mint a diastole soran a

membranon atfolyd aram. Az aram-fesziliség gorbe alapjan az Ix; ndévekedésének
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hirtelen gyorsulasa a repolarizacié soran nagyjabol —22 mV-os membranpotencialnal
kOvetkezett be (14. abra B). Az Ixy amplitdddja 1,8+0,1 pA/pF volt, ezt
-58,3+0,6 mV-os membranpotencialnal érte el. Az lx; maximalis értéke és a V max
idépontja kdzott szoros 6sszefliiggést fedeztiink fel: az Iky @ V' max utdn 1 ms-mal érte
el maximumat (14. abra D). Az Ixy id6 szerinti hatdrozott integralja az akciés
potencidl alatt 61,6+6,2 fC/pF volt, melyet az aram akciés potencial alatti kinetikaja
alapjan két részre oszhatunk. Mintegy 20 fC/pF mennyiségl tdltés az akcids
potencial plateau fazisa alatt, mig a maradék nagyjabol 41 fC/pF a végsé
repolarizacié soran hagyta el a sejtet. A V o bekdvetkeztének pillanataban az Ikq
jelentette a nettd6 membrandram hozzavetdleg 75 %-at (14. abra C). Ennek
megfeleléen a mértéke és az lx; amplitiddja kdzoétt szoros dsszefliggést talaltunk
(14. abra E). Azonban — hasonléan az Ik esetén tapasztaltakhoz — nem
figyelhettiink meg 6sszefliggést az ks csucsértéke és az APDgyy k6z6tt (14. abra F).

I.5. Azl és ks frekvenciafiiggé sajatsagai

Ve

akciés potencial soran aktivalodd ionaram(ok) frekvenciafliggd sajatossagaf(i) kell,
hogy feleljen(ek). Emiatt megvizsgaltuk az Ik, €s ks ionaramok frekvenciafliggését
0,2 Hz-es, és 1,66 Hz-es ingerlési frekvencia esetén is, amely percenként 12, illetve
100 szivverésnek felel meg (15. abra). Megfigyeltik, hogy az Ik, aramnak sem a
maximalis értéke, sem az akciés potencial idétartamanak felénél (a plateau fazis
k6zepén) mért értéke nem valtozott szignifikansan a kilénb6z6 ingerlési frekvenciak
esetén (15. abra A). Ehhez hasonldéan, sem az lx; amplitidéja sem a az akcids
potencial repolarizaciéjanak maximalis sebessége nem kiilénbdzott szignifikansan a
vizsgalt frekvencidk esetén (15. abra B).

Az Ik Altalunk tapasztalt frekvenciafliggetlen viselkedése nyilvanvaléan
ellentmond annak a korabbi eredménynek, mely az Ik lassu deaktivaciéjat irta le
kutya kamrai szivizomsejteken. A lassu deaktivacidés kinetikabol ugyanis annak
kellene kévetkeznie, hogy nagyobb ingerlési frekvenciak esetén az I, akkumulalédik.
Amiatt, hogy feloldhassuk ezt a latszélagos ellentmondast, kettés impulzus protokoll
alkalmazasaval megvizsgaltuk, hogyan valtozik az Ik, farokaramok amplitiddja az
el6z8 depolarizaciétdl vald idébeli tavolsag figgvényében. A sejtmembrant —80 mV-

os tartéfeszlltségrél egyenként 250 ms hosszu, +10mV-ra depolarizalé
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15. abra: Az I, és az I, frekvenciafligg6 sajatossagai. (A) Az Iy, dram maximalis értéke
(Ures korok) és az Iy értéke az akcids potencial id6tartam felénél (lres négyzet) 0,2 Hz,
1 Hz, és 1,66 Hz ingerlési frekvencian, akcidos potencial clamp segitségével mérve. (B) Az
Ix; aram amplitadoi (Ures korok) az ingerlofrekvencia fliggvényében abrazolva. A teli
kérok ugyanazon sejteken mért V... értéket jeldlik. A szimbdélumok a szamtani
kozépértéket és a koOzépérték korili standard hibat jelolik, a zarodjelben feltlintetett
szamok a fliggetlen kisérletek szamat jelentik. (D) Hagyomanyos feszliltség-clamp
kisérletek soran, kettds pulzusprotokoll segitségével mért Iy farokdaramok amplitidoi a
két impulzus ko6zo6tt eltelt idGintervallum fliggvényében abrazolva. Az aramokat 5 uM
nifedipin és 30 uM chromanol-293B jelenlétében regisztraltuk. Az abran feltlintettem a
pulzusprotokollt (C) is. (E) Az akcids potencial hosszlsag (APDgy) és a plateau kdzepén
mért nettd6 membranaram (I... mid-plateau) ko6zo6tti korrelacié akcidés potencial clamp
koéralmények kozott kilonbozd ingerlési frekvencidkon mérve. A kisérletekhez felhasznalt
hét sejt feltintetett frekvencidkon mért értékeinek atlagait az (F) panelen tuntettem fel.
A szimbdélumok a szamtani kozépértéket, illetve a kozépérték korlli standard szorast
jelolik, a szaggatott vonal a linedris regresszids egyenes.

41



négyszdgimpulzus parokkal ingereltiik, majd a farokaramokat a masodik impulzus
utdn —40 mV-ra t6rténd repolarizacié soran regisztraltuk (15. abra C). A kisérleteket
5 uM nifedipin és 30 uM chromanol-293B jelenlétében végeztik, igy eliminalva az L-
tipusu kalciumaramot, illetve a késéi kaliumaram lassu komponensét. Az ingerl6jelek
paramétereit azért igy valasztottuk meg, hogy hasonlitsanak két egymast kévetd
akcids potencialra. Eredményeink szerint az impulzusparok egymashoz val6 idébeli
viszonya 25 ms-10 s tartomanyban nem befolyasolta a farokdramok amplitudait,
tehat az Ik, nem akkumulalédik az egymast kdvetd akcids potencidlok soran (15. abra
D).

Az akcids potencial clamp kisérletek soran az akciés potencial hosszusaga egyik
altalunk vizsgalt ionaram amplitdéjaval sem korrelalt. Ezért megvizsgaltuk, hogyan
viszonyul egymashoz a plateau fazis k6zepén folyd nettdé membranaram (l,e mid-
plateau) és az akcios potencial hossza (APDg). A nettd6 membranaramot a plateau
kézepén mért fesziltségvaltozasi sebesség és a membrankapacitas alapjan ki tudjuk
szamitani. A Kisérletek soran aram-clamp maddszerrel akcids potencialokat
rogzitettlink 0,2 Hz és 2,5 Hz koz6tti ingerlési frekvencidkat alkalmazva (15. abra E).
Amint az abran is lathatd, az APDgg és a et mid-plateau kézoétt forditott aranyossagot
talaltunk. A 15. abra F panelén ugyanezeknek a kisérleteknek az APDgo—lnet mid
plateau diagramjat tlntettem fel, am ezuttal az ingerlési frekvenciak szerint
csoportositva. A plateau kdzepén folyd nettdé membranaram 1 Hz-en
0,24+0,02 pA/pF volt, amely kbézel azonos az akciés potencial clamp kisérleteink
soran ugyanezen frekvencian kapott Ik, (0,14+0,03 pA/pF) és Ik (0,13+0,03 pA/pF)

aramok plateau fazis k6zepén mért értékeinek 6sszegével.

Il. Az Ik vizsgalata chromanol-293B alkalmazasaval
I.1. A chromanol hatasa az akcids potencial alakjara

A chromanol frekvenciafliggé médon nyujtotta az akciés potencialokat, azonban
mas paramétereket nem valtoztatott meg. Az APDsy és APDgy értéke 10 uM
chromanol hatasara rendre 152.0+£7,4 ms-r6l 158+10,9 ms-ra, illetve 200,5+8,2 ms-
rol 209,7+10,8 ms-ra nétt 1 Hz-es frekvencian. A nyujtdé hatas tehat mérsékelt volt (az
APDsy, és APDg, esetén 6,0+1,6 ms-os, illetve 9,2+3,5 ms-0s), am statisztikailag
szignifikdns (P<0,05, n=6). A chromanol akcidés potencial hosszat néveld hatasa
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16. abra: 10 uM chromanol-293B hatdsa az akcids potencial alakjara. (A) Reprezentativ,
1 Hz-en regisztralt akcios potencialok kontroll, illetve 5 perces chromanol-293B kezelés
utan. (B) A chromanol hatdsa az akcids potencial hosszUsagara a repolarizacio 50 és
95 %-anal mérve (rendre APDs, és APDgs) az ingerlési frekvencia fliggvényében (n=6). A
szimbdlumok és a vonalak a szamtani atlagot, és az akoérili standard szérast mutatjak,
csillaggal a statisztikailag szignifikdns eltéréseket jeloltik. A statisztikai vizsgalathoz
Student-féle énkontrollos t-prébat hasznaltunk.

kifejezettebb volt alacsonyabb frekvenciakon (16. abra). Chromanol kezelést
kévetéen nem talaltunk szignifikdns kulénbségeket az akciés potencial egyéb
paramétereit illetéen. A nyugalmi membranpotencial -81,0+2,8 mV lletve
-82,7+2,1 mV-nak, az akciés potencialok amplitidéja 99,4129 mV illetve
101,2+£3,2 mV-nak, a plateau fazis amplitudéja 88,1+£3,3 mV illetve 90,2+3,5 mV-nak,
a depolarizacié legnagyobb sebessége 272123 illetve 28631 V/s-nak adodott rendre

kontroll kérilmények kézétt, illetve 10 uM chromanol jelenlétében.
I.2. A chromanol hatasa isoproterenol és E-4031 jelenlétében

Az alabbi kisérletekben 10 uM chromanol hatdsat vizsgaltuk 2 nM isoproterenol,
illetve 1 uM E-4031 el6kezelés utdan (17. abra). Az isoproterenol ebben a
koncentracibban megemelte a plateau amplitudéjat, &m nem volt hatdsa az APDgs-re
(17. abra B). Az E-4031 mind a plateau amplitadéjat, mind az APDgs-t nbvelte (17.
abra C). A két szernek ezen hatasai statisztikailag szignifikansak voltak 1 s-ndl
nagyobb ciklushosszokon, és a ciklushossz ndvelésével egyre kifejezettebbé valtak.
Ahogy az abran is lathaté, a chromanol altal okozott akciés potencial nyulas
jelentésen feler6s6dott mind isoproterenol mind E-4031 jelenlétében (17. abra D). Ez

a hatas szintén ndvekedett az ingerlési ciklushossz emelésével.
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17. abra: A chromanol hatasa 2 nM isoproterenol, illetve 1 yM E-4031 jelenlétében (A)
Reprezentativ, 1 Hz-en regisztralt akcidés potenciadl parok kontroll kortlmények kozott,
illetve 5 perces 2 nM isoproterenollal (feltl), vagy 1 yM E-4031-gyel (alul) tortént kezelés
utan. Az isoproterenol (n=7) és az E-4031 (n=6) frekvenciafiigg6 hatasa a plateau fazis
amplitidojara (B), illetve az akcidés potenciadl hosszisagara (C). Csillagokkal a normal
Tyrode oldatban mért kontrollhoz viszonyitott, Student-féle o6nkontrollos t-probaval
szignifikdnsnak bizonyult eltéréseket jel6ltik. (D) A chromanol altal indukalt akcids
potencial idGtartam (APDgs) nyulas kontroll esetben (n=6), isoproterenol (n=7), illetve
E-4031 jelenlétében az ingerlési frekvencia fliggvényében abrazolva. Ezen a diagramon
csillagokkal az el6kezelés nélklli kontrollhoz viszonyitott, Student-féle kétmintas t-
probaval nyert szignifikans kilénbségeket jeloltik.

A jelen munkank egyik fontos célja volt, hogy megkeressik azokat az akcios
potencidl paramétereket, amelyek felelések lehetnek az Ixs aktivalasaért. Ezekre a
paraméterekre a chromanol altal Iétrehozott APD hosszabbité hatasbél probaltunk
kdvetkeztetni. Ezért a chromanol-indukalt akciés potencial nydjté hatas és az APDgs,
valamint a plateau amplitidoja kdzott kerestiink korrelaciot, isoproterenol illetve
E-4031 jelenlétében (18. abra). A chromanol akciés potencialt nyujtdé hatasa ol
korrelalt a plateau amplitidojaval: a korrelacios koefficiensek értékéll rendre 0,902-1
és 0,937-t kaptunk isoproterenol (18. abra A) illetve E-4031 (18. abra B)
jelenlétében. Ugyanakkor nem talaltunk 6sszefliggést a chromanol-indukalt akciés
potencial nyujté hatas és az APDgys k6z6tt sem isoproterenol (18. abra C; r=0,119),
sem E-4031 (18. abra D; r=0,424) esetében. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a
plateau fazis amplituddja az Ixs aktivacidjanak fontos tényezdje az akciés potencial
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18. abra: A chromanol altal Iétrehozott akcids potencial idétartam (APDgs) nyujtas és a
plateau fazis amplitudéja (A, B), illetve az eredeti akcids potencial hossz (C, D) kodzotti
korrelacid isoproterenol (A, C), vagy E-4031 (B, D) jelenlétében. Az adatokat a 9 abra
kisérletei alapjan, valamennyi ingerlési frekvencian kapott eredmény felhasznalasaval
nyertik. A korrelacids koefficienseket (,,r”) linearis regresszio alkalmazasaval kaptuk.

alatt, flggetlenll attél, hogy mi idézi el6 a plateau megemelkedését.

I.3. A chromanol hatasa befelé iranyulé arammal kezelt myocytakon

Mivel az isoproterenolrél kutyabdl szarmazd preparatumokon kimutattak, hogy
megvaltoztatja az Ixs kinetikajat [55, 172], ezért keresnink kellett egy olyan vizsgalati
mobdszert, mely Ugy okozza a plateau fazis megemelkedését, hogy kdzben nem
valtoztatia meg az Iks aramot létrehozé K,7.1 csatorndk foszforilacios allapotat.
Médszeriink a kévetkez6 volt: a mikroelektrodan keresztll aram-clamp mddban
négyszdgjelnek megfeleld befelé iranyuld drammal tonizaltuk a sejteket az akcios
potencial csucsatol kezdédéen. A négyszdgjelek 170 ms hosszuak voltak,
amplitidéjukat 100-500 pA-ig valtoztattuk 100 pA-es Iépcsbékben. A tonizald
lepéseket mind kontroll kérilmények kdz6tt, mind chromanol elékezelés utan
megismételtik ugyanazon a sejten (19. abra). Moddszerlnk segitségével a
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19. abra: A chromanol hatdsa befelé iranyuld arammal tonizalt myocytakon. (A)
Reprezentativ, 1 Hz-es ingerlési frekvencian regisztralt akciés potencidlok, melyeket
rendre normal Tyrode oldatban tonizalé aram alkalmazéasa elGtt és utan, illetve 10 yM
chromanol jelenlétében araminjekcié el6tt és utan nyertink. Az utolsé panelen az
araminjekcié hatasat mutatom be normal Tyrode oldatban és 10 uM chromanol kezelés
utan. Az abrak mindegyikén a +200 pA amplitudoju araminjekcidk hatasa lathatd. (B, C)
Az araminjekciok hatasa a plateau amplitidojara (B), illetve az akcids potencial
idétartamara (C) kontroll esetben, illetve 10 yuM chromanol elékezelés utan. Az aramjelek
nagysagat 100 pA-es |épésenként valtoztattuk. Csillaggal a chromanollal torténd kezelés
el6tti és utani értékek kozott szigifikdnsnak mutatkozd eltérést jeloltem. A statisztikai
szamitashoz Student-féle 6nkontrollos t-prébat hasznaltunk. (D, E) A chromanol altal
okozott akcids potencial id6tartam (APDgs) nyulas valamint a plateau fazis amplitudéja
(D), illetve a chromanol alkalmazasa elGtti akciés potencidl hossz (APDgs) (E) kozotti
korrelacid. Az adatokat a B és C panelen is lathatdé eredmények felhasznalasaval nyertik.
A korrelacios egyltthato (,r”) értékét linearis regresszid segitségével szamoltuk.

chromanol altal létrehozott akcidés potencial idétartam ndvelést tébb kiilonbdzé APDgs
és plateau amplitidé esetén is megvizsgalhattuk ugyanazon a preparatumon. A
befelé iranyuld aram alkalmazasa — a vartnak megfeleléen — mind a plateau fazis
amplitudéjat, mind az APDgs-t megndvelte. Ezek a hatasok kifejezettebbek voltak
10 uM chromanol jelenlétében, mint kontroll kérilmények kdz6tt (19. abra B, C). Az
isoproterenollal és az E-4031-gyel végzett kisérleteinkhez hasonléan a chromanol
altal indukalt akcioés potencial nyujtdé hatas aranyos volt a plateau amplitudéjaval (19.
abra D; r=0,954), azonban nem fliggétt az akcids potencialok hosszatdl (19. abra E).
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20. abra: A plateau fazis amplitiddéjanak (A, C, E), illetve az akcidés potencial
idétartamanak (B, D, F) hatdsa a késGi kaliumaram lassu komponensének (Ixs) akcids
potencial alatti profiljara a moddositott Viswanathan modell alapjan. A modell futtatasa
soran egymastdl mindossze a plateau magassagaban (A), illetve az akcids potencial
idétartamaban (B) kilonb6z6 akcids potenciadl sorozatot hasznaltunk, hogy kiszamitsuk a
hozzajuk tartozé Ixs aram profiljat (C, D). A normal Tyrode oldatban 1 Hz-en regisztralt
akcids potencidlok és a hozzajuk tartozé aramgorbék vastag vonallal lathatoak az A, B,
C, D panelen. Az adott akcids potencial alatt a modell alapjan folyd Ixs maximumértéke a
bemeneti akcios potencial plateau amplitéddja (E), illetve az APDgs (F) fliggvényében
abrazolva

4. Az akciés potencial alatti Iks aramprofil meghatarozasa matematikai
modellezéssel

Matematikai szimulacidinkhoz a mddositott Viswanathan modellt hasznaltuk
[169]. Modellkisérleteink sordn szintén a plateau magassaganak és az akcios
potencial hosszanak hatasat vizsgaltuk az Ixs &ramsdriségére (20. abra).

Vizsgalatainkhoz egyetlen korabban rdgzitett akcids potencialt hasznaltunk, melybél
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akcios potencial sorozatot készitettlink. A sorozat egyes elemei csak a plateau
fazisuk magassagaban (20. abra A), vagy a hosszukban (20. abra B) kll6nbdztek
egymastél. A szimulaci6 sordan a szamitbgépes program a betaplalt akcios
potencialok, és az alkalmazott modell alapjan kiszamitotta az Ixs aram profiljat az
adott akcids potencial alatt (20. abra C, D). A plateau fazis amplitiddkat és az APDgs
értékeket ugy valasztottuk meg, hogy atfedjenek az isoproterenol, E-4031 és a
tonizal6 kisérletekben kapott eredményekkel. A szimulalt Ixs aramgdrbék amplitidoja
jelentésen fliggdtt a plateau magassagatol: a plateau amplitidéjanak 72 mV-rol
102 mV-ra t6rténd ndvelése mintegy négyszeres Iks amplitidé ndvekedést okozott
(20. abra E). Az Ixs amplitud6 valtozott az APDgs flggvényében is, am az APDgs
kbézel megkétszerezése (180 ms-rél 350 ms-ra ndvelése) az lxs maximumat csak
mintegy 50 %-kal ndvelte (20. abra F).

A fenti eredmények szintén arra engednek kdvetkeztetni, hogy az Iks
aktivalédasat elsésorban a plateau magassaga hatarozza meg.

lll. Az L-364,373 hatasa az Ixs-re kutya bal kamrai szivizomsejteken

Mivel az Ixs aramot — f6ként kis amplitiddja miatt — nem tudtuk megbizhat6éan
jellemezni akciés potencial clamp kérilmények kdzott, ezért felvetdddtt az ks
farmakoldgiai feler6sités utani vizsgalatanak lehetésége. Az akcios potencial clamp
méréseknél megszokott, hogy az egyes gatloszerek altal okozott ionaramgatlasok
mértékének figyelembevételével kdvetkeztetnek a ténylegesen folyd ionaramok
nagysagara. Ezért ugy gondoltuk, hogy ugyanezt eljarast alkalmazhatjuk az
ionaramok aktivalasa soran is, természetesen itt az aktivalas mértékére
vonatkoztatva a kapott eredményeket.

A vizsgalatok elvégzéséhez idealis jeldltnek latszott az L-364,373 anyag. Errdl
korabban kimutattak, hogy mikromdlos koncentraciékban alkalmazva t6bbszérésére
novelte az lks amplitiddjat tengerimalac és nyul preparatumokon, valamint Xenopus
oocytakban expresszalt K,7.1 (KCNQT1) csatornakon is. Ahhoz azonban, hogy akciés
potencial clamp koérllmények koéz6tt alkalmazhassuk a szert, meg kellett
bizonyosodnunk arrél, hogy az L-364,373 az altalunk vizsgalni kivant kutya bal
kamrai szivizomsejteken szintén megnéveli az lks amplitidéjat. Ezen kisérletek

elvégzéséhez hagyomanyos feszliltség-clamp eljarast hasznaltunk. Ahhoz, hogy az
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21. abra: A mefénaminsav hatdsa az Ixs aramra kutya kamrai szivizomsejteken. (A)
Teljesen aktivalt Ixs aramok és Iy farokaramok reprezentativ gorbéi. Az dramot +30 mV-
on 5 masodpercig aktivaltuk, majd a farokaramokat —40 mV-on regisztraltuk kontroll
koérialmények kozott, 5 percig tarté 100 uM mefénaminsavval torténd kezelés utan, illetve
5 perces kimosast kovet6en. Szaggatott vonallal a zérus aramot jel6ltik. (B) Hat
myocytan nyert eredmények atlagértékei. (C) A mefénaminsav hatasanak kifejlédése,
illetve visszaallasa az id6 flggvényében. Az abran a mért farokaramok amplitadoit
jeloltuk, két szomszédos pont iddbeli tavolsaga 10s. (D) Az Ixs aktivalasanak
feszlltségfliggése. Az dramot 5s hosszan, az abszcisszan feltlintetett
membranpotencialértékeken aktivaltuk, az aktivalast kovetéen kapott farokaramok
amplitidoit az ordinatan jeldltik. (E) Az Ixs deaktivacios idoallanddja kontroll esetben,
100 yM mefénaminsav jelenlétében és a mefénaminsav kimosasa utan. Az idGallanddk
értékeit +30 mV-on torténd aktivalast kovetéen mért Ixs farokaramok analizise soran, a
farokaramok lecsengését monoexponencialis fliggvénnyel illesztve nyertik.

Az abran lathatd szimbdélumok és oszlopok, illetve a hozzajuk kapcsoldodd vonalak a
szamtani koOzépértéket és a standard hibat jeldlik, csillaggal a kontrollhoz képest
szignifikans (p<0,05) eltéréseket jel6ltik.

L-364,373 anyag hatasat megitélhessik, referenciamolekulaként (pozitiv
kontrollként) a mefénaminsavat alkalmaztuk.

100 uM mefénaminsav szignifikansan névelte mind a +30 mV-on mért teljesen
aktivalt lxs aramot (2,68+0,47 pA/pF vs. 4,46+0,98 pA/pF), mind az lxs farokdramok
amplitadéjat (1,04+0,14 pA/pF vs. 1,77+0,39 pA/pF), melyet a tartépotencialra
visszatérve —40 mV-on mértiink (n=6) (21. abra B). A mérékad oldatahoz hozzaadva
a mefénaminsavat az Iks nével6 hatas szinte azonnal, egyetlen mérési epizdd (20 s)

alatt 1étrej6tt, és normal Tyrode oldattal térténd kimosas soran teljesen reverzibilisnek
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22, abra: Az L-364,373 anyag hatasai az alkalmazott koncentraciok (0,1 uM, 1 uM és
3 UM) fliggvényében kutya bal kamrai szivizomsejteken. Az abra C és D paneljén
kizarélag 1 yM L-364,373 hatasai lathatdak. Az abrak felépitése a tovabbiakban
megegyezik a mefénaminsav hatasait bemutato abraéval (Id: 21. abra)

adddott (21. abra C). A mefénaminsav hatasa fesziltségfliiggést mutatott: az Ik
farokdramok amplitudojat kifejezettebben ndvelte kevésbé pozitiv prepotencialok
esetén (21. abra D). Az 4bran is lathato, hogy a mefénaminsav Ixs aktivalé hatasa az
aram fesziltségfliggésének negativabb feszlltségértékek iranyaba térténé eltolasa
révén valdsult meg. Az Ixs amplitiddjanak névelésén kivil a mefénaminsav 100 uM-
0s koncentraciéban szignifikAnsan ndvelte az &ram deaktivacios idéallandéjat is (21.
abra E; 7415 ms vs. 186+£37 ms).

Az L-364,373 anyag hatasat 0,1 pM, 1 uM és 3 pM-os koncentraciokban
vizsgaltuk (n=5; n=6; n=6). A mefénaminsavval ellentétben az L-364,373 nem
novelte sem a teljesen aktivalt Ixs aram, sem az lxs farokdram amplitidéjat az
altalunk vizsgalt membranpotencial-tartomanyban (22. abra A, B, D). A teljesen
aktivalt  aramok amplituddéi  3,94+0,36 pA/pF; valamint  3,62+0,53 pA/pF;
3,59+0,53 pA/pF; 3,08+0,46 pA/pF voltak, rendre normal Tyrode oldatban, illetve
0,1 uM; 1 puM és 3 uM L-364,373 jelenlétében. A farokaramok amplitidoéi a
kdvetkezéképpen alakultak: 1,23+0,1 pA/pF, illetve 1,21+0,13 pA/pF;
1,15+0,12 pA/pF; 1,14£0,04 pA/pF rendre normal Tyrode oldatban, illetve 0,1 uM;
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1 uM és 3 uM L-364,373 alkalmazasa soran. A kapott eredményeket statisztikailag
elemezve azt kaptuk, hogy az L-364,373 anyag Iks aramamplitiddkat csdkkentd
hatasa a 3 yM-os koncentracié esetén szignifikans volt (22. abra B). Mindezek
mellett az L-364,373 anyag a mefénaminsavhoz hasonldan, szintén lassitotta az
aram deaktivaciéjat. A deaktivaciés id6allandékat rendre 66%3 ms-nak, illetve
7318 ms-nak; 78+8 ms-nak és 87+10 ms-nak mértik normal Tyrode oldatban, illetve
0,1 uM; 1 uM és 3 uM L-364,373 anyag jelenlétében (22. abra E).
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Megbeszélés

Az egyes kdéliumaramok szerepe a kutya bal kamrai munkaizomsejtek
repolarizaciéjdban mindmaig nem tisztazott pontosan. Munkank soran négy, a kutya
kamrai szivizomsejteken megtalalhaté kaliumaram (lo, Ik, ks, lk1) akcidés potencial
repolarizaciéjaban jatszott szerepét jellemeztik. Ezek kdzil harom (ko, lkr, Ik1) aram
profiljat maradéktalanul meg tudtuk jeleniteni akciés potencial clamp technikaval. Ez
a technika a legalkalmasabb az aramok tényleges akcids potencial alatti lefutasanak
megitélésére a fizioldgidshoz leginkabb koézelité korilmények miatt. Tovabba
megvizsgaltuk az egyes ionaramok frekvenciafliggd sajatossagait is, hogy a
repolarizaciéban betdltétt szerepiiket még pontosabban meghatarozhassuk.

. Kaliumaramok lefutasa a kamrai akcios potencial soran

A jelen munka jelent6ségét az adja, hogy el6szér mi irtuk le pontosan az |y, Ik és
Iki akciés potencial alatti megjelenését kutya bal kamrai szivizomsejteken, valamint
parametrikusan is jellemeztik ezeket az aramokat. A harom aram koézll kettd
(nevezetesen az Ik, és lk1) er6sen befelé egyeniranyuld karakter(i. Emiatt a
hagyomanyos, négyszdégimpulzusokkal végzett feszlltség-clamp mérésekbdl csak
nagyon bizonytalanul, esetleg matematikai modellezéssel lehet egy tényleges akcios
potencidl alatt kialakuld tulajdonsagaikra kévetkeztetni.

Az lxs aramot akciés potencial clamp technika alkalmazasaval nem tudtuk
kielégitéen megqitélni, igy ennél az &aramnal az Iks szelektiv gatloszerének
segitségével prébaltunk kévetkeztetni az &ram repolarizacidoban betdltétt szerepére.

Az Ik, altalunk 1 Hz-es ingerléfrekvencian akcios potencial clamp médszerrel mért
atlagosan 0,62 pA/pF nagysagu amplitiddja (13. abra) hasonlé nagysagu a
kordbban mar Hua és munkatarsai altal szintén kutya myocytak esetén kapott
0,55 pA/pF-os értékhez [62], am kisebb, mint a tengerimalacokon eddig leirt
0,86 pA/pF nagysagu [120] aramcsucs. Jelen Kisérletek soran az lxs maximuma
(1,8+0,1 pA/pF 50 uM BaCl, alkalmazasaval; 14. abra) is kisebb volt, mint amiket a
tengerimalac modelleket hasznalok leirtak (2,7 pA/pF 1 mM BaCl; jelenlétében [196],
illetve 514 pA 15 mM CsCl hasznalataval [66]). Az azonban feltétlenil emlitést
érdemel, hogy az el6bbi esetben a BaCl, koncentracidja huszszorosa volt az altalunk
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alkalmazottnak. A céziumrol pedig kimutattdk, hogy aktivalja a PKA-t [16], igy
megnoéveli az lky amplitudojat, tehat az Ibarra és munkatarsai altal végzett mérések
[66] valészinlleg tulbecsUllték az Ixs aram nagysagat. Az Ixs aramban tapasztalhaté
kilénbségeken tul tengerimalacokban nagyobb a plateau fazis soran foly6 Iga,, mint
kutyakban [88 illetve 6]. Ezek alapjan megallapithatd, hogy a kutya szivizomsejtek a
plateau fazis soran kisebb transzmembran aramokkal dolgoznak, mint a
tengerimalacok cardiomyocytai. igy a plateau fazis alatti finom elektromos egyensuly
kevesebb energia befektetésével valésulhat meg kutyakban.

Kisérleteink soran azt taldltuk, hogy mind az Ik, mind az Ixs fokozatosan
névekedett, ahogy a membran a plateau fazis utan egyre inkabb repolarizalédott. Az
Ikr 7 ms-mal a V™ o idépontja el6tt, —54,2+1,7 mV-os membranpotencial-értéken (13.
abra E), mig az Iy 1 ms-mal a V' utan, -58,3+0,6 mV-on (14. abra D) érte el
maximumat. Megfigyeléseink alapjan tehat valdszinl, hogy az Ik felgyorsitja a
repolarizacié végs6 szakaszat, és ezzel mintegy ,triggereli” az lx; aramot. Az a szlik
membranpotencial-tartomany, ahol az Ik, és Iks elérte maximumat szintén azt
sugallja, hogy a két aram aktivalodasat inkdbb a membranpotencial iranyitja, mint
valamely idé6fliggé tényez6. A repolarizacié végsé fazisanak ezzel a pozitiv
visszacsatolasi mechanizmusaval 0&sszhangban a repolarizacié legnagyobb
sebességének iddpillanataban a netté membranaram mintegy egynegyedét az Ik, a
fennmaradd haromnegyedét pedig az Ix; szolgaltatta. Hasonlé eredményekre jutott
Gintant [49], amikor az akcids potencial repolarizaciéjat rampa protokollok
segitségével szimulalta. Az lx; aram maximalis értéke és a V nax kdz6tti korrelacio
alapjan (14. abra E) kijelenthetjik, hogy a repolarizacié legnagyobb sebességét
elsésorban az Ik hatdrozza meg kutya kamrai szivizomsejteken.

Erdekes modon azonban nem taldltunk 6sszefiiggést egyetlen altalunk vizsgalt
iondram nagysaga és az akcids potencial hosszusaga k6z6tt, ami tébbféle modon
magyarazhatd. Egyrészt valdszinl, hogy a repolarizacié kezdetét nem egyetlen
ionaram, hanem a plateau fazis soran folyé ionaramok elekiromos egyensulya
egylttesen hatarozza meg. Masrészt a plateau fazis soran és a repolarizacio
kezdetekor folyhatnak olyan aramok, melyek csatornafehérjéit molekularis biologiai
mobdszerekkel mar kimutattak a szivizomsejtek membranjaban, azonban ezeket
elektrofizioldégiai szempontbél még mind a mai napig nem sikerUlt kell6en jellemezni

(példaul transzmembran klorid aramok) [63].
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Bar a harom altalunk vizsgalt ionaram altal széllitott téltésmennyiség hasonlo
nagysagrendi volt (l: 29,7£2,5 fC/pF; Ik 57,616,7 fC/pF; Iks: 61,616,2 fC/pF), az
akcios potencial soran jatszott szerepilk jelentésen kiildonbdzének tlinik.

Megfigyeléseink szerint a vizsgalt aramok az akciés potencial soran egymast
kbvetéen aktivalédnak, és az akcios potencial eltéré részein biztositjdk a kifelé
irdnyuld, repolarizal6 aramot. Eredményeink alapjan az l, a korai repolarizacié
soran, az Ik, a plateau fazis kozepétél kezdbédbéen a végsd repolarizaciod
triggereléséig, az lxs pedig a repolarizacio teljessé tételében jatszik szerepet.

Az |, az akciés potencial felszallé szara utan gyorsan aktivalédik és a plateau
fazis legelején aktiv, €s meghatarozza a korai repolarizacio kialakulasat (12. abra D).
Mivel azonban gyorsan, 7,4 ms-os id6allandéval lecseng, szinte kizarhaté, hogy a
végsd repolarizacioban az |y, barmilyen szerepet is jatszana (12. abra E). Hasonl6
megfontolas alapjan nem val6szind, hogy az |, befolydsolhatna az akciés potencial
hosszat. Sun és munkatarsai is erre vilagitottak ra elegans dinamikus clamp
kisérletsorozatukban [155]. Vizsgalataik soran kutya bal kamrajaboél szarmazoé
subendocardialis sejtekbe ,illesztették” az l,, aramot, amely kévetkeztében a sejteken
megjelent a subepicardialis myocytakra jellemzé ,tiske és dom” akciés potencial
morfolégia, &m az akcidés potencialok hosszusaga nem valtozott. Ez egybevag tébb
korabbi matematikai modellezéssel nyert vizsgalati eredménnyel is [47, 117, 185],
bar megjegyzendd, hogy akadt olyan tanulmany is, melybél az |, akciés potencialt
nyujté hatasat vezették le [65]. A fenti megfontolasok, illetve az idézett kdzlemények
eredményei miatt az |, késdi repolarizacidbban betdltdétt szerepét nem elemeztik
tovabb.

A kés6i kaliumaram lassi komponensének (lks) akcids potencial clamp
technikaval t6rténd megitélésére vonatkozé kisérleteink technikai nehézségek miatt
nem hoztak megfeleléen értelmezhetd eredményt. Az aram Kkicsiny amplituddja,
amely a kisérleti elrendezés zajszintjének mindéssze 3-szorosa volt, nem tette
lehetévé az aram akcids potencial alatti lefutdsanak preciz megitélését (13. abra D).
Problémasnak latszott az is, hogy az akciés potencial clamp kdérilmények kdzott
megjelenitett Iks és Ik, aramgdrbék idébeli lefutdsa szinte teljesen megegyezett,
kildbnbséget csak a két aram értékében lattunk. Az lxs aramprofilnak azonban
elméleti megfontolasok, sajat matematikai modellkisérleteink, illetve mas szerzék
altal megjelenitett mérési eredmények [164] alapjan ettél jelentésen eltérének kellett
volna mutatkoznia. Ezalapjan felmerll annak a lehetésége is, hogy a chromanol nem
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teljesen szelektiv Iks gatlészer. A fentiek miatt — a tébbi kaliumarammal ellentétben
— az kst nem jellemeztik akcidés potencial clamp kérllmények kézétt végzett
kisérletsorozatunkban.

Az Ik és lxy aramokra vonatkozoban azt lattuk, hogy a plateau fazis kdzepén folyo
nettd transzmembran aram (l,e=Cmn*dU/dt) kdzel azonos az ugyanekkor mérhetd Ik,
és ks aramok dsszegével (lasd: 13. dbra és 14. abra C panelek). Ez valészinileg
nem azt jelenti, hogy ekkor nem folyik mas ionaram, hanem azt, hogy a tébbi ekkor
jelen levé kifelé és befelé iranyulé aram nagyjabdl kiegyenliti egymast.

Az akcidés potencial clamp kisérletek soran j6l megjelenithetéek az egyes
ionaramok akciés potencial alatt folyé tényleges profiljai, amennyiben egy
megfeleléen szelektiv gatlészer all rendelkezéslinkre, amellyel teljes gatlas elérheté.
Mindkét kévetelménynek azonban kizarélag az lx, gatlasara hasznalt E-4031 felelt
meg az altalunk alkalmazott szerek kdzll. Sajnos sem a 4-aminopyridin, sem a BaCl,
nem teljesen specifikus abban a koncentraciéban, amely mar teljes |y, illetve Ikq
gatlast okoz.

llyen esetben a legjobb stratégia, ha alacsonyabb, még éppen szelektivnek itélt
koncentracidok alkalmazasaval elkeriljik az egyéb aramokkal térténd kontaminaciot,
mint ahogy azt a jelen kisérletek soran is lathattuk. 50 uM BaCl, az Ik; 88 %-at
gatolja -58 mV-0s membranpotencialon [141], ott, ahol mi az aram csucsértékét
észleltik a repolarizacié soran. Az Iy, gatldé 4-aminopyridint 1 mM-os koncentraciéban
hasznaltuk, mely nagyjabol 70 %-os géatladst okoz. Emiatt ha a tényleges
aramértékeket szeretnénk tudni, az li, esetén nagyjabdl 1,14-szoros, mig az Ikq
esetén mintegy 1,43-szoros szorzéfaktort kell alkalmaznunk. Méréseink alapjan a
4-aminopyridin 1 mM-os koncentraciéban elég szelektiv, mivel a 4-aminopyridin-
érzékeny aram diagramjan a plateau fazis kezdete utan végig nulla aram folyt, tehat
1 mM 4-aminopyridin nem befolydsolta az akcidés potencial végsé repolarizacidja
soran maximumot mutato I, illetve Iy aramot.

Az akciés potencial hosszlUsaganak frekvenciafliggé tulajdonsaga régota
foglalkoztatia az elektrofiziologiaval foglalkozd kutatékat. A frekvenciafliggé
sajatsagokat  legtbbbszdér az  akciés  potencialt  kialakit6 ~ iondaramok
frekvenciafliggésével prébaljak magyarazni. Eredményeink szerint sem az lx, sem az
lks nem volt frekvenciafliggé az altalunk vizsgalt 0,2 Hz—1,66 Hz-es tartomanyban
(15. abra A, B). Ez nem meglep6 az Ixs vonatkozasaban, am az Ik lassu

deaktivacids kinetikaja alapjan joggal feltételezték, hogy ez az ionaram hozzajarul az
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akciés potencial gyorsabb ingerlés soran tapasztalt révidiléséhez [120]. Sajat
kisérleteink alapjan azonban azt a kdvetkeztetést kell levonnunk, hogy — lassu
deaktivacioja ellenére — az Ik, nem akkumulalédik. Ezt azért jelenthetjik ki, mert az
Ik, farokaramok amplitidéja nem fliggdtt a farokaram aktivalasahoz kdzvetlenil
felnaszndlt impulzus és az azt megel6z8 depolarizald jel kdzotti idSintervallumtdl (15.
potencial teljes repolarizacidja utan esetlegesen nyitvamaradé K,11.1 csatornak
inaktivalédnak a kdvetkezd akcids potencial felszalld szara alatt.

Korabbi K,11.1 csatorndkat expresszal6 HEK sejteken végzett megfigyelések
alapjan az Ik tag ingerlési frekvencia tartomanyban sem mutatott frekvenciafliggést
[9]. Kutyasziv bal kamrajabél szarmazé subendocardialis cardiomyocytakon Hua és
munkatarsai sem tudtak kimutatni szignifikdns frekvenciafiggé valtozasokat az Ik,
vonatkozasdban 2 Hz-nél lassabb ingerlés esetén, am 3,3 Hz-nél gyorsabb ingerlés
sordn az lx, maximalis értéke csbkkent, mig a diastole soran folyé Ik, esetén
névekedést tapasztaltak [62].

Az Ik farokdramok kapcsan is kimutattak, hogy nagyobb ingerlési frekvencian
moédosulnak, am ezek a valtozasok 0,3 s-on belll visszaalltak az eredeti értékre
[143]. Mindezek az adatok arra utalnak, hogy az akcids potencialok hosszusaganak
frekvenciafliggdé valtozasaért nem az Ik, vagy az lks, hanem mas ionaram(ok)
tulajdonsagaiban bekdvetkez valtozasok teheték feleléssé. Feltétlentl emlitést
érdemel azonban, hogy az APDy, és a plateau kézepén folyd nettd6 membranaram
k6z6tt szoros dsszefliggést talaltunk (15. abra E, F).

Osszességében megallapithatjuk, hogy a jelen kisérleteink szerint sem az Ik,
sem az lx; nem mutatott frekvenciafiiggé valtozast 0,2—1,66 Hz-es ingerlés soran. Ez
azt jelenti, hogy ennek a két ionaramnak — az l,-val és az Ixs-sel egyitt — csekély
lehetésége lehet a kamrai munkaizomsejtek akcidés potencial hosszusaganak
befolyasolasdban normal vagy alacsony szivfrekvenciak esetén.

Il. Az Ixs hozzajarulasa a repolarizaciohoz

A szakirodalomban mindmaig vitatott kérdés, hogy az Ixs hozzajarul-e, és ha igen,
akkor mennyiben a kutya kamrai myocytak repolarizaciéjahoz. Tébb tanulmany
eredménye szerint az Ixs normal kérilmények k6z6tt nem vesz részt a kutya kamrai

szivizomsejtek repolarizaci6jdban [84, 164], melyet az aram tulsagosan lassu
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aktivaciéjaval és viszonylag gyors deaktivacidéjaval magyaraznak. Sajat
eredményeink alapjan azonban arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az Iks
fizioldgias korilmények kozoétt is hozzajarul a kutya bal kamrai szivizomsejtek
repolarizaciéjadhoz. Ezt az alapjan jelenthetjok ki, hogy a chromanol — bar
kismértékl, de — statisztikailag szignifikdns akciés potencialt nyujté hatassal birt
kisérleteink soran 0,5 Hz-nél nagyobb ingerlési frekvencidkat alkalmazva (16. abra).

Kimutattuk tovabba, hogy az Iks repolarizacidoban val6é részvételét elsésorban a
plateau fazis magassaga (membranpotencialértéke) hatarozza meg. Alatamasztottuk
a chromanol akciés potencial hosszusagot ndével6 hatasanak feler6sddését
isoproterenol illetve E-4031 jelenlétében (17. abra), mely megerdsiti néhany korabbi
vizsgalat eredményeit [71, 172].

Az lks normal kamrai repolarizaciéhoz torténé hozzajarulasat vitaté tanulmanyok
mindegyikében szintén megfigyelték az Iks gatldsadra alkalmazott szerek
(chromanol-293B, HMR-1556, és L-735,821) akciés potencial nyujtdé hatasat,
azonban ezt a hatast a szerz6k nem talaltak szignifikdnsnak [84, 164, 172]. Az
altalunk elvégzett mérések alapjan ez az akciés potenciadlt nyujté hatas
szignifikansnak bizonyult, bar kétségtelen, hogy minddssze 9,2+3,5 ms volt az APDgg
esetén. Masrészt viszont barmely, a plateau fazis magassagat névelé beavatkozas
(isoproterenollal, illetve E-4031-gyel t6rténd elbkezelés, valamint befelé iranyuld
aramimpulzusok alkalmazédsa) dramaian megndvelte a chromanol altal okozott
akciés potencial hosszabbodast (17. abra D). Ezeket az eredményeket
alatamasztottuk matematikai szimulaciokkal is, melyek alapjan a plateau amplitudéjat
72 mV-r6l 107 mV-ra ndvelve (ami -80 mV-os nyugalmi membranpotencialt
feltételezve abszolut értékben -8 mV-rél +27 mV-ra ndvelné a plateau magassagat)
megkdzelitbleg  négyszeres  ndvekedést  tapasztaltunk az Ixs  aram
maximumeértékében. A 20. abra mutatja, hogy a plateau magasaganak valtozasa
tisztan az Ixs feszlltségfliiggd aktivaldédasat befolyasolja, €és ez megmagyarazhatja a
témakorben fellelhetd vizsgalatok oly eltéré kovetkeztetéseit. igy példaul egy
tengerimalac kamrai szivizomsejtben a plateau abszolut potencialja akar +30 mV-nal
is nagyobb lehet, mig kutya Purkinje sejtekben ugyanez az érték akar a negativ
feszlltségtartomanyba is eshet. Ennek megfeleléen az elébb emlitett két preparatum
esetén jelentés kilonbségeket tapasztaltak ks gatloszerek alkalmazasa soran. Mig
Bosch és munkatarsai az Ixs gatlas kifejezett akcidés potencial hosszusagot néveld
hatasat irtak le tengerimalac kamrai sejteken [12], addig Varré és munkatarsai kutya
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Purkinje sejteken gyakorlatilag nem tapasztaltak akciés potencial hosszusag
valtozast [164]. Sajat, kutya kamrai munkaizomsejteken végzett kisérleteink soran a
plateau potencial +10 mV kérnyékén volt, ami j6l magyardzza a chromanol altal
kifejtett szignifikans, am mérsékelt akcidés potencialt nyujté hatast. Nakashima és
munkatarsai szintén hasonlé kbvetkeztetésre jutottak, ugyanis B-adrenerg receptor
gatlas alkalmazasa és az Iks egyideji gatldsanak hatasara elhuzédd kamrai
repolarizaciét figyeltek meg [107].

A chromanol altal indukalt APD nyulas és a plateau fazis magassaga kozétt erés
korrelaciét talaltunk (r=0,902; r=0,937; r=0,954 rendre isoproterenol; E-4031 és
befelé irdnyuld tonizalé dramok esetén; 18. abra A, B és 19. abra D). Ezzel
szemben szinte semmi 6sszefliggés nem mutatkozott a chromanol akciés potencialt
meghosszabbité hatasa és az APDgs k6z6tt (a korrelaciés egyitthatdék rendre 0,119;
0,424 és 0,401 voltak; 18. abra C, D és 19. abra E). Ez latszélag ellentétes a
matematikai modell segitségével kapott linearis 6sszefliggéssel.

Az ellentmondast azzal tudjuk feloldani, ha meggondoljuk, hogy az in vitro
kisérletek soran kismértékben bar, de kétségtelenll ingadozott mind az akciés
potencialok hossza, mind az akcids potencialok plateau fazisainak amplitudéja. Ezzel
szemben az in silico modellezés soran kizar6lag az akciés potencial egyik
paraméterét valtoztattuk. igy ha elfogadjuk az in silico kisérletek alapjan kapott
Osszefliggéseket, az bizonyos, hogy az APDgs és az Ixs amplitiddja kozotti
korrelaciét sokkal nehezebb lesz in vitro kimutatni az 06sszefliggés kisebb
meredeksége miatt. Ez tehat azt jelenti, hogy az APDgs és az Ixs amplituddja k6zoétt
lehet &sszefliggés, de elképzelhetd, hogy a szivizomsejtek plateau fazis
magassaganak véletlenszerli ingadozasa miatt az A&ltalunk elvégzett in vitro
kisérletek ezt az 6sszefliggést nem tudtak megjeleniteni.

Varr6 és munkatarsai a chromanol &ltal okozott akciés potencial nyulas
feler6sddését figyelték meg, amennyiben az akcios potencialt el6zéleg veratrin vagy
E-4031 el6kezeléssel hosszabbitottdk meg, igy sejtetve az akcidés potencial eredeti
hosszanak szerepét a chromanol-indukalt nyujté hatasban [164]. Mivel azonban a
veratrinrél és az E-4031-r6l is ismert, hogy ndvelik a plateau fazis amplitudéjat, nem
zarhatjuk ki ennek szerepét sem a szerzdk altal megfigyelt chromanol-indukalt nyajté
hatasban. Az is emlitésre méltd6 tovabba, hogy sajat kisérleteink soran a
legkifejezettebb chromanol-indukalt akciés potencial nyudlast éppen E-4031
jelenlétében lattuk (17. abra D), annak ellenére, hogy az E-4031 joval kevésbé
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emelte a plateau magassagat, mint példaul az isoproterenol. Ez a megfigyelés
alatamaszthatja az akcios potencial hosszanak szerepét az Ixs aktivalasaban.

Figyelembe véve azonban az APDgs é€s a chromanol-indukalt APD névelés kozotti
gyenge Kkorrelaciét, valészinibbnek tlnik, hogy az Ik, gatlasa megndvelte az Ik
relativ hozzajarulasat a repolarizaciéhoz, és emiatt hozhatott Iétre a chromanol olyan
kifejezett akcidés potencial nyulast E-4031 jelenlétében. Ennek értelmében az Ixs —
ha nem s jarul hozza olyan jelentésen a normal Kkorilmények kozotti
repolarizacibban — mintegy ,repolarizacios tartalékot” képez, ahogy azt mar tébb
kbzlemeény is felvetette [11, 121, 122]. Tehat ha a repolariz4cié tulzottan elhizédna,
az Iks mar elegendé mértékben aktivalédhat ahhoz, hogy megréviditse az akcids
potencialt. Emiatt valészinisithetjik, hogy a chromanol altal indukalt akciés potencial
nyulas jelentékenyebb lesz barmely olyan allapotban, amikor a repolarizacios tartalék
csdkkent [11].

Hasonld logikaval lathaté be a chromanol altal indukélt akcidés potencial nyulas
forditott frekvenciafliggése is (17. abra D). Rocchetti és munkatarsai tengerimalac
felvetették az Ik, repolarizacibban jatszott jelentésebb szerepét gyorsabb
szivmikodés esetén [120]. Sajat, kutya kamrai myocytakon nyert adataink azonban
ennek ellentmondanak, ugyanis az Ik, nem volt frekvenciafliggé az altalunk vizsgalt
0,2 Hz—1,66 Hz-es tartomanyban (15. abra A). Mivel az Ixs 500 ms-nal nagyobb
ciklushosszok esetén nem akkumulalodik kutya kamrai myocytakban [153], igy az
Iks-nek szintén megkérddjelezhetd a szerepe a nagyobb szivfrekvenciakon tapasztalt
rovidebb akcids potencialok kialakitasaban.

Mivel a szivizomsejtek akcios potencialjanak kialakitdsdban sok befelé és kifelé
iranyul6 aram egylttesen vesz részt, ezért barmely, a plateau fazis magassaganak
névelését okozé manipulacié bizonyosan tébb, a repolarizacidéban szerepet jatszé
ionaram tulajdonsagait is megvaltoztatja. A késdi kaliumaram komponenseinek (Ix;,
Iks) ndvelésén kivil példaul egyidejlleg az L-tipusu kalciumcsatornakon keresztil
lejatsz6dd kalciumbelépés hajtéereje is csdkken a plateau fazis potencialjanak
névekedésével. igy az Ica, csdkkenése miatt kisebb befelé iranyulé aram folyik, ami
szukségszerlien a nett6é iondramot eltolja a kifelé iranyul6 dramok iranyaba. A kifelé
iranyul6 aramok kifejezettebbé valasa pedig megndéveli a repolarizaciés rezervet.
Ennek épp az ellenkezéje varhatd isoproterenol jelenlétében, ugyanis B-adrenerg

hatas sordn a kalciumaram jelentésen ndévekszik. Ezeken kivil még tébb mas
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ionaram tulajdonsagai is fligghetnek a plateau fazis magassagatol, amiket
figyelembe véve tovabb mddosulhat a korabbi, kizardlag az Iks szerepére koncentrald

értékelés.
Il.1. Klinikai vonatkozasok

Az Iks aramot szelektiven gatld anyagok (példaul az altalunk is alkalmazott
chromanol-293B) fejlesztéséhez nagy reményeket flztek, mert ugy gondoltak, hogy
kevésbé kifejezett az arrhythmogén hatasuk, mint az Ik, gatlészereinek. Ezt az
elképzelést arra alapoztadk, hogy az lks gatlészereinek hatadsaban talan kevésbé
nyilvdnul meg a klinikai szempontbdl igen kedvezétlen forditott frekvenciafliggé
tulajdonsag, ami a tisztdn It blokkol6 anyagokat egytdl-egyig jellemzi [60, 72].
Azonban az altalunk végzett kisérletekb6l — sok mas, hasonld eredményt felmutato
vizsgalattal egyttt [12, 172]— az derdl ki, hogy a helyzet nem egészen felel meg a
fenti optimista varakozasoknak.

A jelen tanulmanyban a chromanol hatasat két, féként koros esetekben fennalld
allapotban is teszteltlk. Az isoproterenolt alacsony koncentracidban (2 nM)
alkalmazva a fokozott szimpatikus ténushoz hasonlé kdrnyezetet igyekeztiink
teremteni. A szimpatikus tonus ndvekedése megfigyelheté tdbb kardioldgiai
kérallapotban is, igy példaul a magasvérnyomas-betegség, az angina pectoris, vagy
éppen a szivinfarktus. Eredményeink azt mutattak, hogy a chromanol akcios
potencialt nyljté hatasa (ami tulajdonképpen az elvart Ill. osztalya antiarrhythmias
mikddés) jelentdsen kifejezettebb volt isoproterenol jelenlétében. Ez a tény — az Ik
normal repolarizacié soran jatszott aldrendelt szerepe ellenére — annak a
lehetéségét vetiti elére, hogy in vivo jelentésen nagyobb mértékld akcids potencial
nyujté hatasa lehet a chromanolnak, kiléndsképp fokozott szimpatikus tonussal jaré
esetekben. Ehhez hasonld kdvetkeztetésre jutottak Volders és munkatarsai [172],
valamint Jost és munkatarsai [71] kutya, illetve human kamraizomzatot
tanulmanyozva. Ezzel a megallapitassal vitaba lehet szallni, mondvan, hogy az Iks
gatlasa mégis hasznos lehet klinikailag, mert a nagyobb szimpatikus izgalom
6nmagaban is roviditi az akcids potencialt, amit az Ixs gatlas csak ellensulyoz, és igy
meghosszabbitja a refrakter periddust. Bar az Ixs gatlék valdéban csdkkentették a
repolarizacié diszperzidjat szivelégtelenségben szenvedd kutya modellekben [113],

am az lgxs gatlészereit B-adrenerg stimulaciét kdvetéen alkalmazva az akcids
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potencidlok hosszusaganak heterogenitasat és kdvetkezményes arrhythmiak
kialakulasat irtak le [142].

Az Ik, géatld E-4031 alkalmazasaval a csokkent repolarizaciés tartaléku
kamraizomzat modellezése volt a célunk. A repolarizaciés rezerv csdkkenését tdbb
szindrdmak), és szerzett kérkép (elektrolitzavarok, gyogyszerek mellékhatasa) is
okozhatja [124]. A helyzetet bonyolitja, hogy a csbdkkent repolarizaciés tartalék
sokszor rejtett marad, és — példaul egy tovabbi repolarizalé ionaramot (terapias
céllal, vagy mellékhatasként) gatlé gydgyszer adasa soran — csak egy manifeszt
ritmuszavar kbvetkeztében derill ra fény. Az egyébként is csdkkent repolarizacios
rezervet tovabb ronthatjak az Ixs gatlészerei, igy dramaian megndévelve a torsade de
pointes tipusu arrhythmiak kialakulasanak lehet6ségét [39]. Amennyiben az Iks
blokad alacsony szivirekvencia esetén, vagy a szimpatikus aktivitds névekedésekor
(esetleg részlegesen mar egyébként is gatolt Ik, mellett) kbévetkezik be, az
arrhythmiak létrejotte, és igy a végzetes kimenetel is mind valdszinlibbé valik. Ezek
alapjan mi agy véljik, hogy az lks gatlasa jelentés proarrhytmias veszélyt rejthet
magaban. Osszegzésill tehat elmondhatjuk, hogy az Iks gatlas, mint kezelési
lehetéség inkabb tlnik karosnak, mint hasznosnak, jollehet a donté klinikai

vizsgalatok még tisztazhatjak az Ixs gatlasanak terapias hasznat [33].

lll. Az L-364,373 nem noveli az Ixs-t kutya kamrai szivizomsejteken

Korabban lattuk, hogy az Iks aramot — féként kis amplitudoja miatt — nem tudtuk
megbizhatéan jellemezni akciés potencial clamp koérilmények koézott. Ezért
megvizsgaltuk, hogy egy lks aktivator molekulaval (L-364,373) fel tudjuk-e ugy
erdsiteni a vizsgalni kivant aramot, hogy az lehetévé tegye az akcids potencial clamp
kéralmények kdzott torténd mérést.

A kisérletsorozat legfébb kdvetkeztetése az volt, hogy az L-364,373 anyag még
3 yM-os koncentraciéban sem ndévelte az Ixs aramot kutya kamrai myocytakon (22.
abra). Ez éles ellentétben all a korabbi, nyul, illetve tengerimalac preparatumokon
tapasztaltakkal, ahol az L-364,373 méar 0,1—1 uM-os koncentracidban is jelentésen
novelte az lxs aramot azaltal, hogy az aram aktivaciéjanak fesziltségfliggését
negativabb membranpotencialok felé tolta [128, 186]. igy az L-364,373 molekulat a
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tovadbbiakban nem tudtuk felhasznalni az Iks felerésitésére a tervezett akcids
potencial clamp mérésekhez.

Ezzel szemben a mefénaminsavval kapcsolatos vizsgélataink soran az Iks
hasonlé jellegl valtozasat észleltik, mint amit expresszios rendszerekbe klonozott
K,7.1 csatorndkon leirtak [2, 17, 18, 161]. A mefénaminsav -26 mV-tal balra, tehat
negativabb feszlltségértékek felé tolta az s aktivicidjanak gérbéjét (21. abra). Ez
Osszevetheté azzal a -24 mV-os eredménnyel, amit korabban tengerimalac
preparatumon az L-364,373 anyagrol leirtak [128], am jelent6ésebb mértéki a nyul
cardiomyocytdin  kapott —10,6 mV-nal [186]. Osszehasonlitasképp 50 nM
isoproterenol -8,1 mV-tal tolta negativabb irdanyba az Ixs aktivalédasanak
feszlltségfliggését leird fliggvényt, és az Ixs farokaramok amplitidojat tébb, mint
kétszeresére ndvelte. (Sajat, kutya bal kamrajabdl szarmazoé izolalt szivizomsejteken
kapott, kdzleményben eddig meg nem jelent eredmények szerint. Az ks
farokdramokat 4 masodpercig tartdé +50 mV-os aktivalé négyszégimpulzust kdvetben
—40 mV-on mértik.)

Az szamunkra sem tisztdzédott még, hogy mi lehet annak a molekularis hattere,
hogy az L-364,373 nem aktivalja az Ixs aramot. A mefénaminsavrol kimutattak, hogy
kizarolag akkor ndvelte az Iks-t, ha az aramot létrehoz6 csatorna porusformald a
alegységét (K,7.1, KCNQ1) a szabalyozasért felelés B alegységgel (MinK, KCNE1)
egyltt expresszaltattak [2, 17]. Ehhez hasonl6 eredményekrél szamoltak be
dodekanoattal folytatott kisérletekben is [35]. Ezekkel a megfigyelésekkel ellentétben
az L-364,373 anyag a heteromultimer csatorna O6sszeszerel6dését lehetévé tevd,
KCNQ1 és KCNE1 gént is tartalmazd expresszidés rendszerben nem mutatkozott
hatasos Ixs aktivatornak [128]. Bar mind a mefénaminsav, mind az L-364,373 a
porusformalé K,7.1 alegységhez koétédik, a két kilonbdzé koétdhelyet masképp
befolyasolja a MinK-val térténé kapcsolddas. Emiatt a fajok kézoétti eltéré K,7.1/MinK
arany talan magyarazhatja az altalunk kapott eredményeket. Ugyanerre mutatnak a
kordbban mar emlitett nyulbdl, illetve tengerimalcbdl szarmazé L-364,373 anyagra
vonatkozé megfigyelések is. Salata és munkatarsai [128] 0,1 uyM L-364,373
jelenlétében az Iks amplitidojanak négyszeres ndvekedését észlelték
tengerimalacban, a maximalis aktivalé6 hatas (1 uM esetén) pedig mintegy
tizenbtszorosnek (!) adodott [128, 3. &bra b panel]l. Ezzel ellentétben nydl
preparatumokon [186] a 1 uM L-364,373 sokkal gyengébb hatasat tapasztaltak, igy
ennél kisebb koncentraciokat nem is alkalmaztak [186, 1. dbra]. Az a lehetéség, hogy
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az L-364,373 nem kétddne a K,7.1 fehérjéhez kutya szivizomsejteken eredményeink
alapjan kizarhat6, hiszen mind az L-364,373, mind a mefénaminsav megnévelte az
Iks deaktivacids idballandéjat a jelen kisérleti elrendezésben.

Eredményeink alapjan kijelenthetjik, hogy az L-364,373 human gyégyaszatban
tortén6é felhaszndldsa az eddig rendelkezésre 4&ll6 adatok alapjan igencsak
megkérdéjelezhetd. Az biztos azonban, hogy a ragcsalé modellek nem alkalmasak a
szer potencidlis terapias hasznanak megitélésére. Elképzelheté, hogy — az emlds
fajok kdzotti jelent6s elektrofiziologiai kilonbségek megléte miatt — az ks aktivatorok
human preparatumokon térténé vizsgalata is szilkségesseé valhat a kés6bbiekben.
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Osszefoglalas

A kamrai szivizomsejtek akciés potenciadlja alatt folyd kaliumaramok részt
vesznek a sejtmembran repolarizacidjdban, azonban az egyes aramok pontos
szerepét még nem sikerllt tisztdzni. Ezt a témakdrben fellelheté tanulmanyok
sokasaga ellenére az okozza, hogy a hagyomanyos feszlltség-clamp kérilmények
kbz6tt végzett vizsgalatokbdl csak feltételezéseket tehetlink az akciés potencial alatt
ténylegesen folyd kaliumaramok profiljara.

Kisérleteink célja a kutya bal kamrai szivizomsejtekben megtalalhaté négy
kaliumaram (l, Ik, Iks, lk1) repolarizaciéban jatszott pontos szerepének tisztazasa
volt. Ezt elsésorban az élettani viszonyokat leginkabb tikr6z6 akcids potencial clamp
kéralmények ko6zo6tt kivantuk elvégezni. Tovabba vizsgalni kivantuk az egyes
ionaramok frekvenciafliggé sajatosséagait is.

Vizsgalatainkhoz a patch-clamp egészsejtes elrendezésének feszlltség-clamp és
akcidés potencial clamp modszerét, konvencionalis mikroelektroda-technikat és
matematikai modellezést alkalmaztuk. Valamennyi in vitro mérésinket kutydk bal
kamrajabol enzimatikusan izolalt szivizomsejteken végeztik.

Eredményeink alapjan az li, kizardlag az akciés potencial kezdetén, 20—-30 ms
ideig aktiv, és a korai repolarizacio létrehozasaért felelés. Az |, nem vesz részt az
akcios potencidl hosszanak meghatarozasaban. Az Ik, folyamatosan névekedik a
plateau fazis soran, és maximumat réviddel a repolarizaci6 legnagyobb
meredeksége elbtt éri el, mintegy triggerelve az Ix; csucsanak létrej6ttét. Az Ixy a
diastole alatt is aktiv, azonban az akcios potencial felszall6 szara alatt deaktivalodik.
Késdbb a repolarizacié Utemének ndvekedésével az Iks is egyre nagyobba vélik. Az
ki hatdrozza meg a repolarizacié legnagyobb meredekségét, tehat az akcios
potencial végsd repolarizaciojaért felelés. Vizsgalataink sordn az I, illetve Ikq
aramamplitudék fliggetlennek bizonyultak az ingerlési frekvenciatol.

Kimutattuk, hogy az Iks normal koérGimények Kkoézott is hozzajarul a
repolarizaciohoz. Méréseink sordn az Ixs nOvekedését tapasztaltuk mind az akcids
potencidl hosszanak névekedése, mind a plateau fazis magassaganak emelkedése
hatdsara. Kisérleteink alapjan az Ixs nagysagat elsésorban az akcidés potencial
plateau fazisanak amplitudéja hatarozza meg.

Az L-364,373 anyaggal kapcsolatos vizsgélataink nem tamasztottadk ala a
molekula Iks-t aktivaldé hatasat.

A kamrai akciés potencial létrehozdsdban szerepet jatszé ionaramok
tulajdonsagainak pontos ismerete a késébbiekben lehetévé teheti hatékonyabb, és
kevesebb proarrhythmias mellékhatassal rendelkez8 antiarrhythmias gydgyszerek
fejlesztését.
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Summary

Potassium currents flowing during a ventricular action potential contribute to the
repolarization of the cell membrane, however the exact role of each current has not
been cleared yet. Although there are many studies in this topic most of them were
carried out with conventional voltage-clamp technique. With this method only
presumptions can be made regarding a current flowing during an action potential in
reality.

The goal of our experiments were to clarify the exact role of four potassium
currents (lo, Ikr, lks, k1) found in canine left ventricular myocardium. For this reason,
action potential clamp method has been used. Furthermore the frequency dependent
properties of the currents were studied as well.

During our experiments conventional microelectrode technique, voltage-clamp
and action potential clamp method in whole-cell configuration of the patch-clamp
technique and mathematical modeling has been used. All of our in vitro experiments
were carried out on enzimatically isolated canine left ventricular cardiomyocytes.

According to our results i, is flowing only in the beginning of the action potential
for about 20 ms, and is responsible for the early repolarization phase. |, does not
play a role in determining the length of the action potential. Ik is gradually increasing
during the plateau phase, reaching its peak shortly before the maximal rate of
repolarization as it were triggering the peak of Ixi. The Iks is also active in the period
of diastole but it is deactivated by the rising phase of the action potential. Later
together with the gradually increasing rate of repolarization lxs is becoming larger
determining the maximal rate of repolarization, so thus governing the terminal
repolarization. Neither Ix, nor lx; showed frequency dependent changes in our
experiments.

We demonstrated that Ixs contributes to the normal repolarization. During our
measurements lxs appeared to increase together with the longer action potential
duration and with the higher amplitude of the plateau phase. However our results
suggest that primarily the amplitude of the plateau determines the amplitude of Iks.

We could not confirm the Ixs activating effect of the L-364,373 compound
previously obtained by others.

Drugs with higher effectiveness and with less proarrhythmic adverse effects can
be developed by knowing the exact properties of the ionic curents establishing the
action potential.
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