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I. BEVEZETES

A sziv izomzata a hagyomanyos elképzelések szerint homogén morfoldgiaja és
funkcioju sejtek altal felépitett tigynevezett ,,functionalis syncytium”. Ez a hossza
idon at, szinte dogmaként kezelt felfogas gyorsan semmivé foszlott, mikor az els6
megfigyelések napvilagot lattak a jobb és a bal kamra falat alkoto sejtek funkcionalis
kilonbozdségérdl [57, 101, 113, 133]. Ahogy ez lenni szokott, a kezdeti
megfigyeléseket lavinaszertien kovették az ujabbak, és a szivizmot alkotd sejtek
funkcionalis inhomogenitasa ma mar tankonyvi adat. A szivizomzat elektrofiziologiai
inhomogenitasdra szamos példa van. Az akcids potencial morfologidja jelentds
kiilonbséget mutat a pitvar és a kamra, vagy a jobb kamra bal kamra, epikardidlis és
endokardialis régio osszehasonlitasakor. Az akcios potencialoknak a szivizmon beliili
kiulonbozdségéért a sejtmembran ionaramainak ugyancsak megfigyelt regionalis
inhomogenitasa a felelés. Ebben a munkaban azt kivantuk megvizsgalni, hogy a
szivizomsejtek elektrofizioldgiai inhomogenitdsa magyarazhato-e az ioncsatornak

expresszios mintazatanak kiilonbségeivel.

I/l. A szivizom elektrofiziologidja, az akcios potencidl keletkezése

A szivizomsejtek akcids potencialjagt (AP) a plazmamembran idd- és
fesziiltségfliiggd konduktanciavaltozasai hozzak létre. Hagyomanyosan az AP-t 6t
fazisra osztjuk, melyet 0-t6l 4-ig sorszamozunk (1. abra).

Az akci6s potencial nulladik fazisaban az idé és fesziiltségfiiggd gyors Na'-
csatornak aktivacidja kovetkezik be, megnévelve az addig alacsony Na'-
konduktanciat. Ez — Osszhangban a jelentds elektrokémiai hajtoerdvel — jelentds
aramot produkal és a membranpotencial aktualis értéke a Na" egyensulyi potencialja
felé mozdul, a membran depolarizalédik. A gyors Na'-csatornak hamar
inaktivalddnak és aktivalhato allapotba csak a repolarizacio utan keriilnek ismét.

Az AP 0. fazisa soran a gyors Na'-csatorndk altal okozott depolarizacid
kovetkeztében egyes aramok aktivalodnak, mig masok inaktivalodnak. Bar a

nyugalmi membranpotencial fenntartisaért felelés nagy K'-konduktancia (Ik;)
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1. dbra. Az kamrai szivizomsejtek akcios potencidljanak fazisai, és az
ezeknek megfelelo ionkonduktancia-valtozasok. Az egyes dramokat
Jjelképezo idomok nagysaga csak tajékoztato jellegii.

lecsokken a befelé torténd egyeniranyitds miatt, ez megakadalyozza repolarizald
hatast K'-aram generalddasat. Ugyanakkor mar az AP elsd fazisa soran a
0. fazis depolarizacidja hatasara olyan korai kifelé irdnyulé aram (tranziens
outward: I,) aktivalodik, amelynek 4- aminopiridin érzékeny K" -aram (Io1)
mellett Caztﬁiggé Cl'-aram (I,2) és némi Na'-aram komponense is van [35, 72,
122]. Human szivizomsejtekben az Iy, hidnyzik [62]. A korai kifelé iranyulo
aram felelds az AP elso fazisban tapasztalt atmeneti gyors repolarizacioért.

Az akcios potencidl masodik (platd) fazisaért a foként Ca**-ionokat szallito
lassti inward aram (slow inward: ) felelds, amely az I, gyors inaktivalédasa utan
reaktivalodik, és ismét depolarizalja a membrant [11, 35]. Az emlds kamrai
szivizomban az L-tipusu Ca’-dram hozza létre a platd fazist, mas tipusu Ca’'-
aramnak (T-tipusu) a platd soran nincs jelentdsége.

A platd fazis alatt nem torténik jelentésebb mértékli repolarizacid az Iy,

inaktivalodasa és a K'-aramok befelé torténd jelentds egyeniranyitisa miatt. Az AP



harmadik fazisdban kezdddik meg a repolarizacids folyamat, mely az AP negyedik
fazisanak végére allitja vissza a membranpotencial kiinduldsi értékét. A
repolarizacidért elsésorban a késéi tipusi K'-aramok (delayed K'-aram, Ix) és a
nyugalmi membranpotencial fenntartasaért felelos befelé egyeniranyitd kaliumaram
(Ik1) felelosek. Emlos fajokban az Ix hdrom komponensét tudjuk elkiiloniteni, az
ultragyors (Ikur), @ gyors (Ixy) és a lasst (Ixs) komponenst [12, 51, 123, 138]. Az
aramkomponensek neviiket aktivacids kinetikai sajatsaguk alapjan kaptak: az Ik
(lassu komponens) lassan aktivalodik, de gyorsan inaktivalodik, az Ik, (gyors
komponens) gyors aktivacié utan lassan inaktivalddik, az ultragyors komponens (Ikyr)
pedig az Ix-nél gyorsabb aktivacids kinetikaval rendelkezik. Az Ik, kutya kamrai
szivizomszovetben nem taldlhatd meg.

Az AP soran bejutott ionegyensily visszaallitisat, azaz a Na™ és a Ca" sejtbdl
valo kijuttatasat és a K' sejtbe valé bejuttatasat kiilonbozé cseremechanizmusok
végzik. Ilyen tobbek kozott a Na“/Ca®" ioncseréld. A transzporter hirom Na/egy Ca*"
sztochiometriaval miikodik, és az ionmozgas aramot general. Az ioncseréld
mukodésének iranya a membran két oldalan taldlhatd ionok koncentracidjatol és a
membranpotencialtol fiigg. Az aram lehet inward és outward iranyu, attol fiiggden,
hogy mekkora az aktualis potencial kiilonbség a membran két oldala kozott, illetve
hogy milyen az intra- és extracellularis Na'- és Ca*"-koncentraciok viszonya. A Ca®"
eltavolitasaért felelés még a szarkoplazmas retikulum Ca*-ATP-4z és a szarkolemma
Ca*’ pumpa is. Ezek mellett a Na'/K'-ATP-4z segiti a sejt eredeti ionmegoszlasanak
visszaallitasat. Ez a pumpa ATP felhasznalasaval tavolitja el a sejtbol az AP soran
AP soran kilépett K'-ot. A pumpa harom Na'/két K' sztochiometriaval miikodik.
Ezen transzporterek segitségével helyredll az eredeti ionmegoszlas a sejt két oldala
kozott [16].

A munkaizomsejtek nyugalmi membranpotencidljanak nagysagat elsdsorban a
befelé egyeniranyit6 K'-aram (inward rectifier: Igx;) hatdrozza meg. Az aram
aktivacioja fesziiltségfiiggo, az aktivacio - és deaktivacid idében igen gyorsan zajlik

le.



1/2. A szivizom rétegei kozotti inhomogenitds

Az eml6s kamrai szivizomrdl korabban azt gondoltak, hogy homogén, egyfoma
sejtek alkotjak. Eldszor a Purkinje rostok sejtjeirdl dertilt ki, hogy kiilonb6znek a
tobbi kamrai szivizomsejttdl abban, hogy hosszabb akcios potenciallal rendelkeznek
¢s 4. fazist depolarizaciét mutatnak (ami hasonlit a sinus csomo lassi diasztolés
depolarizaciojahoz, de csak kis ingerlési frekvencianal mutatkozik). Ezt kovetoen a
kamrafal kiilonboz6 rétegeiben is taldltak kiilonbségeket a sejtek akcios potencidljai
kozott. Eloszor a konnyen elkiilonithetd epikardiumhoz valamint endokardiumhoz
kozel es6 (tovabbiakban roviden epikardidlis €s endokardialis) sejtek akcids
potencialjai kozott talaltak karakterisztikus kiilonbségeket. Késobb, ahogy a kisérleti
technikak fejlodtek, mar a kutya kamrafal kozépso rétegében (midmiokardium) is
talaltak egy, az eddigiektdl kiillonboz6 sajatsagokkal rendelkezd sejttipust, az M-sejtet.
Kérdés volt, hogy az emlds kamrafalat alkotd sejtek Osszessége két vagy harom
sejttipusra oszthatd-e. Eleinte az M-sejtek klasszifikacidjat megkérdojelezték, de a
késobbiekben tengerimalac €s sertés szivizomban is bebizonyitottak az osztalyozas
helyességét. Human szivizomban az M-sejtek eloszldsa és in vivo funkcidja maig
kérdéses.

Az akcids potencidl kamrafalon beliili kiilonb6z6 konfiguracidit tobb fajban is
részletesen leirtak, koztiik kutyaban [4, 5, 6, 10, 35, 63, 71, 72, 75, 107, 109, 113,
139], sertésben [97, 114], tengerimalacban [21, 23, 112, 131], nyulban [29, 42, 80, 93,
124, 132], patkanyban [8, 25, 28, 57, 105, 106, 129, 133] és emberben [39, 40, 69, 82,
88] is. Az akcids potencial korabban targyalt 5 fazisat csak a nagyobb emlds fajokban
tudjuk megfigyelni (pl. kutya, sertés, nyul, ember), tengerimalac akcios potencialok
nem tartalmazzak az elsé fazist (a korai repolarizaciot), mig a kis ragcsalok (egér,
patkany) AP-ja nem mutatja a platé (masodik) fazist.

Az akciés potencidl 0. fazisdban a kamrafalban taldlhatd Osszes sejttipus
gyorsan depolarizalodik, de a depolarizdcid maximalis sebessége (Vmax) nagyobb az
M-sejtekben, mint a kamra felszinéhez kozelebb fekvo sejtekben. Ezt a jelenséget
leirtak kutyaban [4, 5, 10, 107, 109, 111, 113], emberben [39, 40, 88] és nyul
szivizomban is [80]. Az endokardidlis sejtek Viax értékei szignifikdnsan magasabbak

voltak, mint az epikardialis sejteké [7, 10, 97, 107, 134].



Az akcids potencial felszalld szarat 1étrehozo Na'-aram (Ina) szivizom rétegeken
beliili kiilonbségeit kutya [31, 143], patkdny [8, 50] és tengerimalac [78, 100]
szivizomsejteken is megfigyelték. Fizioldgias koriilmények kozott nagyon nehéz
kozvetleniill megmérni a In,-t, ezért a kozlemények az AP nulladik fazisanak
jellemzésére a jo kozelitést add Vpax-ot, vagy az ioncsatorna fehérjék denzitdsat
szoktdk hasznalni. A natriumaram (In,) denzitdsa szignifikdnsan kisebb az izolalt
kinetikédja nem kilonbozik a rétegeken beliil [8]. Ezzel szemben Honen és mtsa. 16%-
al nagyobb In,-t mértek patkany epikardidlis, mint az endokardidlis izolalt
szivizomsejtekben [50]. Kutya izolalt endokardialis és epikardialis szivizomsejteken
Cordeiro és mtsai. nem taldltak kiilonbséget sem a Na'-dram denzitasédban, sem az
egyensulyi aktivacios- vagy az aram inaktivaciobol valo visszatérési kinetikajaban
[31].

Amikor az akcidés potencidlok amplitiddjat hasonlitjuk Ossze a szivizom
rétegeiben, eltéro fajok kozott, ellentmondasokkal talalkozunk. Az endokardialis
sejtekkel Osszehasonlitva az epikardialis sejteknek kisebb AP amplitudoja volt kutya
sejtekben [35, 72, 81, 107], tengerimalacban [21, 30, 134], nyulban [42, 80] és
patkany szivizomsejtekben [25, 28, 57], ugyanakkor Shipsey €s mtsai. szintén patkany
szivizomsejtekben kisebb endokardidlis AP amplitadot taldltak az epikardialis
sejtekhez viszonyitva [106]. Cook és mtsai. az el6z6 kozleményekkel ellentétben nyul
szivizomsejtekben hasonldé AP amplitidét mértek mindharom rétegben [29], ezt
talaltak masok sertésben [97, 114] és emberben [39, 40, 69, 82] is.

Az epikardidlis akcios potencidloknak szintén kisebb amplitiddja volt az M-
sejtekhez képest tengerimalac preparatumokban [21, 30, 134] ¢és kutya
szivizomsejtekben [4, 10, 111, 137]. Az M-sejteknek volt a legnagyobb AP
amplitudoja a harom sejttipus koziil human mintadkban [88], patkdnyban [106] ¢€s
nyulban [80], habar ez utdbbi esetben a kiilonbség nem volt szignifikdns. Tovabbi
vizsgalatok szerint kutya szivizomsejtekben az M-sejtek amplituddja az epi- és
endokardialis sejtek amplitaddi kozott helyezkedett el [107, 108, 111, 137],
ugyanakkor Balati €s mtsai. valamint Moro és mtsai. az M-sejtek AP amplitadojat az
endokardidlis sejtekéhez kozelebbinek taldltak [10, 81]. Mindezen eredményeket
Osszevetve a kovetkezd megallapitast tehetjiik: altalanossagban az epikardidlis sejtek
kisebb akcids potencial amplitidéval rendelkeznek az endokardialis réteghez

viszonyitva.



Az akcios potencidl felszallo, 0. fazisa utan a korai, gyors repolarizacié alkotja
az AP 1. fazisat és az azt kovetd ismételt depolarizacioval egyiitt alakitja ki a tipikus
“spike-and-dome” AP konfiguraciot. Ez a jellegzetes AP alak csak az epikardialis €s
az M-sejtekben alakul ki, az endokardialis sejtekben hianyzik. Legmarkansabban
kutya szivizomsejtekben jelenik meg [4, 5, 10, 30, 45, 63, 71, 107, 110, 139, 143]
kevésbé mutathaté ki ember [39, 69, 82], sertés [97, 114] és nyul [42, 124]
szivizomsejtekben, €s teljesen hianyzik tengerimalac szivizomban [21, 30, 78, 112,
133]. Kis ragcsalokban (egér és patkany) a “spike-and-dome” AP alak egyaltalan nem
figyelhetd meg, mert ndluk hidnyzik az AP masodik, platd szakasza [8, 25, 28, 58,
105, 130, 133, 136], jellegzetes haromszog alakt akcios potencalt eredményezve.
Kutya szivizomszovetben a korai repolarizacié nagysaga kisebb az endokardialis
sejtekben, mint a két masik sejttipusban [63, 72], ugyanakkor az epikardialis
sejtekben nagyobb, mint az M-sejtekben [107]. Iondramok szintjén vizsgalva,
nagyobb I, csatorna denzitast talaltak az epikardialis és midmiokardidlis sejtekben az
endokardialis réteghez viszonyitva egér [20, 64], nyul [42], patkany [25, 28, 105,
129], kutya [34, 71, 75, 137, 142] és human [69, 82, 135] szivizomsejtekben. Az
epikardialis és az M-sejtek koziil az epikardidlis sejteknek volt szignifikdnsan
nagyobb Iy, amplitidoja [34, 98, 130, 140]. Egyediil Bryant és mtsai. irtak le nagyobb
M-sejt I, amplitidot az epikardialis réteghez képest, de ez a kiilonbség nem volt
szignifikdns [22]. Abban megegyeztek a kozlemények, hogy az I, éaram
inaktivaciobol valo visszatérése mindig gyorsabb volt az epikardialis, mint az
endokardialis sejtekben.

Az I, aram egyensulyi félinaktivacios fesziiltségértéke pozitivabb volt az
endokardidlis, mint az epikardidlis rétegben mind kutya szivizomsejtekben [137],
mind egy human mintakat vizsgalé tanulmanyban [135]. Ennek az ellentétét irtak le
Li és mtsai., akik szintén emberi mintdkon végezték kisérleteiket [69]. Li és mtsai.
jobb kamrai mintdkat hasznaltak, mig a masik munkacsoport bal kamrabol izolalt
sejteken kisérleteztek, igy a két tanulmany ellentétes adatai talan megmagyarazhatok
az interventrikularis kiilonbségekkel.

Az akcios potencial platd fazisa utan kovetkezik be az Ix és az Ix; aramok altal
l1étrehozott AP repolarizacio. A végso repolarizacio és igy az akcids potencial hossza
nagymértékben fligg a platd magassagatol: ha nagyobb a 2. fazis amplitiddja akkor
gyorsabban aktivalodik a késoi tipusu kaliumaram gyors komponense (Ik;), igy

hamarabb 1étrejon a végsd repolarizacid €s rovidebb lesz az AP. Ez torténik az



epikardialis sejtekben, ahol a legnagyobb a platd fazis magassaga €s a legrovidebb az
AP kutya [24, 31, 41, 45, 63, 73], sertés [114], tengerimalac [21, 30, 131] és nyul [42,
124, 138] szivizomsejtekben. Emberi mintdk esetében ellentmonddak a publikacidk,
Naubauer ¢és mtsai. [82] rovidebb epikardialis akcids potencidlokat talaltak az
endokardidlis sejtekhez képest, mig mdasok az endokardidlis AP-okat talaltak
rovidebbnek, bar egyik esetben sem volt a kiillonbség szignifikans [39, 40, 69]. Az M-
sejtek akcids potencidljai minden kozlemény szerint hosszabbak az epi- és
endokardidlis sejtek AP-hoz képest, ¢és ezen sejtek AP hosszanak volt a
legmeredekebb frekvencia fiiggése, tehat az ingerlési ciklushossz novelésekor ezen
sejtek akcids potencialja nyult meg a legnagyobb mértékben [2, 4, 5, 10, 71, 75, 80,
81,97,107, 111-114, 139].

Ha megvizsgaljuk a termindlis repolarizaciot létrehozo iondramokrol szolo
kozleményeket, akkor lathatjuk, hogy nyul bal kamrai midmiokardialis
szivizomsejtekben kisebb Ik, amplitadot irtak le az epi- és endokardialis sejtekhez
képest, mig az Ix, amplitidoja hasonld volt minden sejttipusban [132]. Az epi- és
endokardialis sejtek sszehasonlitdsakor nagyobb Ixs-denzitast talaltak az epikardialis
rétegben, ami Osszhangban volt az itt megfigyelt rovidebb akcids potencidlokkal
[138]. Az Ik, transzmuralis gradiensét kutya szivizomsejtekben is tanulmanyozték,
minden esetben ujfent a midmiokardiumban volt az aram amplituddja a legkisebb [46,
71, 73, 137]. Az epi- és endokardiumot 6sszehasonlitva azonban nem taléltak jelentds
kiilonbséget sem az Ixs és Ik, aram amplitiddjdban sem kinetikai sajatsagaiban. A
befelé egyeniranyité kalium aram (Ix;) sajatsagaiban nem talaltak kiilonbséget a
szivizom rétegein beliil egyik vizsgalt emlosfajban sem [59, 69, 71, 75, 78].

Az epikardidlis/endokardialis kiilonbségek miatt 1étrejovd transzmurélis
gradiens élettani jelentdsége az EKG repolarizalo, a T és (feltételezések szerint) az U

hullamok pozitiv kitéréseinek 1étrehozasa.

1/3. Vertikdlis kiilonbségek a sziven beliil

Az eldz6 fejezetben targyalt transzmuralis kiillonbségekhez képest a szivizom
vertikalis inhomogenitasarol sokkal kevesebb publikacio jelent meg. Az apiko-bazalis

kulonbségeket vizsgaltak tobbek kozott kutya [13, 54, 101, 110], nyul [26, 52, 74, 92,



136], patkany [25, 28], vadaszgorény [18, 19], sertés [32], tengerimalac [27, 131, 134]
és ember szivekben [43, 94].

Patkany preparatumokon vizsgalva a szivcsticson mért akcids potencidlokat
rovidebbnek talaltdk, mint a bazalis teriileteken regisztraltakat, ugyanakkor a
kozleményben az apikalis epikardium és a bazalis endokardiumot hasonlitottdk ossze,
igy a bemutatott vertikdlis kiilonbséget nagymértékben befolydsolhatta a
transzmuralis gradiens [25, 28]. Wan és mtsai. izolalt tengerimalac sejteken nem
talaltak apiko-bazalis kiilonbségeket [131], ugyanakkor tengerimalac multicellularis
preparatumot hasznalva az AP paramétereiben nem talaltak vertikalis gradienst,
egyediil az akcids potencial hossza valtozott a szivizom kiilonbozo teriiletein:
rovidebb apikalis akcids potencidlokat mértek a jobb kamra endokardidlis és a bal
kamrai szeptum bazalis részéhez képest [134]. Ehhez hasonld eredményt irtak le Choi
¢s mtsa. Langendorff-féle teljes szivpreparatumon is [27]

Nyulbol szarmazé mintdkon nem egyértelmiiek a kozlemények adatai, némelyek
nem talaltak apiko-bazalis kiilonbségeket az AP hosszaban [92, 136], masok rovidebb
AP-t talaltak az apikalis teriileten [74], de az ellenkezdjét is (tehat hosszabb apikalis
AP a bazilis teriilethez képest) leirtdk mar [26, 52]. Emberi sziveket vizsgalva is
talalunk az irodalomban apikalisan hosszabb [43] ¢és rovidebb [94] akcios
potencidlokat is. Kutya teljes sziv prepatratumokon [13, 54] és izolalt kamrai
mintdkon [101, 110] az apikdlis akcidés potencidlok hosszabbak voltak, mint a
bazalisok. Ugyanakkor ezek az adatok nem elektrofiziologiai mérésekbdl szarmaznak,
hanem optikai technikaval mérték a teriileti inhomogenitast, és effektiv refrakter
periodusbol vagy repolarizacids idobol szamitottak ki az akcids potencial id6tartamat.

A vertikalis inhomogenitast ioncsatorna-fehérje és mRNS szinten Brahmajothi
¢s mtsai. vadaszgorény szivizommintakon vizsgaltdk [19]. Az apikalis HERG (Ik)
mRNS ¢és protein szintek magasabbak voltak, mint a bazalisok. Ugyanezen szerzok
két évvel késobbi, szintén vadaszgorényen végzett vizsgalataikban a bazalis
epikardiumban magasabb Kv4.2 (egyes fajokban az Ij-csatorna egyik porusformald,
a-alegysége) mRNS és fehérje szinteket talaltak az apikalis teriilethez képest,
mik6zben nem volt vertikalis kiilonbség a Kv4.3 (I,-csatorna o alegység) mRNS- és
proteinszintekben. A Kvl.4 (szintén I,-csatorna o alegység) fehérjedenzitasa
magasabb volt az apikalis régioban, mint a bazison, ugyanakkor az mRNS eloszlas

nem mutatott szignifikans kiilonbséget a sziv kiilonb6zo teriiletein [18].
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Osszefoglalasként megallapithatjuk, hogy jelentés mennyiségli, de gyakran
egymasnak ellentmondo adatot taldlunk az irodalomban a szivizom regionalis
inhomogenitasat illetben mind az akcids potencidl tulajdonsdgaiban mind az azt
kialakitd ionaramok karakterisztikajaban. Ezzel egyidoben az adatokban nagymértékii
a fajok kozotti kiilonbség, igy a emberi mintdkon végzett vizsgalatoknak kiilonosen
nagy jelentdségiik van.

Munkankban ezért célul tliztik ki az emlés kamrai szivizom transzmuralis és
vertikalis inhomogenitasanak szisztematikus feltérképezését elektrofizioldgiai
modszerekkel. Kivancsiak voltunk, hogy a talalt funkciondlis eltérések milyen
mértékben tiikrozddnek az ioncsatorna-fehérjék expresszids mintdzatdban. Ez azt
jelenti, hogy megmérjiik az akcids potencialt létrehozo ionaramok amplitudoit és
kinetikai sajatsagait a szivizom apikalis és bazalis teriiletein, epikardialis és
midmiokardidlis rétegeiben, majd megvizsgaljuk az adott teriiletekrdél szarmazo
mintdkban az ioncsatornakat felépitd fehérjék expresszios szintjeit. Konkrétan arra
voltunk kivancsiak, hogy ha pl. egy adott teriileten vagy rétegben nagyobb
amplitudoji iondramot tudunk mérni, mint mashol, akkor ezen a teriileten az aramért

felelds ioncsatorna-proteineknek magasabb-e az expresszidja.

/4. Nemi hormonok hatdsa a szivizom elektromos sajdtsdgaira

Az emlés kamrai szivizmon Dbeliili nagymértékii elektrofizioldgiai
inhomogenitast az el6z6 szakaszban targyaltuk. Az ionaramok ¢€s a csatornafehérjék
regionalis eltérései tanulmanyozasdra azonban tovabbi lehetdségek is adddnak.
Nagymértékli inhomogenitast mutat pl. egymashoz képest a bal és jobb kamra is
(kutya sziv interventrikularis 6sszhasonlitas: [98, 107, 110, 127], tengerimalac: [131],
patkany: [25, 133]) Azonban nemcsak egy egyed szivén belil végezhetok
Osszehasonlitdsok, hanem ugyanazon faj kiilonb6zd egyedeinek szivei kozott is
talalunk kiilonbségeket. Patoldgias allapotokban (szivelégtelenségben
/szivhipertrofidban) pl. megvaltozik az akcios potencial alakja, a Ca®’-aram és az Ix,
denzitasa lecsokken [119, 120, 53]. Szintén kézenfekvd egy fajon beliili egyedek
kozotti nemi kiilonbségek vizsgalata, mivel jol ismert kiilonbségek vannak akar csak a

kamrai repolarizacioban is férfiak és nok kozott.
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Mivel az AP paramétereiben €s az iondramokban bekovetkezett valtozasok jol
nyomon kovethetok a testfelszini EKG regisztratumon, ezért elsé megkdozelitésben
EKG mérésekkel osszehasonlithatjuk kiillonboz6é egyedek szivének elektrofizioldgiai
sajatsagait. Amennyiben latunk kilonbségeket az EKG  paraméterckben,
feltételezhetjiik, hogy a szivizom elektrofizioldgidja ¢és az ioncsatorna-fehérjék
expresszios szintjei is eltéréseket mutathatnak.

Nokben, mikézben magasabb a nyugalmi szivfekvencia, hosszabb (kb. 2-6 %-
al) a QT és a korrigalt QT (QTc) idd is [9, 14, 17, 67, 95, 115], ezek mellett magasabb
incidenciaval fordul eld ndk kozott a torsade de pointes arritmia és a Brugada
szindroma, ezen kivil a noéi akcids potencial kaliumcsatorna-blokkolo szerekre
erdteljesebb AP nyulassal reagal [15, 66, 79].

A nemi kulonbségeket — amiket normal ¢&s kasztralt férfiak és nok
Osszehasonlitdé EKG tanulmanyaibdl tudunk — ugy tlinik, hogy elsésorban a him nemi
hormon, a tesztoszteron jelenlétének vagy hianyanak tudhatjuk be, kisebb szerepe van
a ndi szexualszteroidoknak [17, 86, 95]. A tesztoszteron &s az Osztrogén szivre
gyakorolt hatdsa maig alig ismert, tehat egy allatmodell nagymértékben segithet
tisztazni a nemi hormonoknak a szivizom ioncsatorndira és ionaramjaira gyakorolt
molekularis hatasat.

Abi-Gerges ¢s mtsai. kutya Purkinje rostokon vizsgéltdk az interszexualis
kulonbségeket, eredményeik jol egybevagtak a human EKG tanulmanyokkal. A
nostények Purkinje rostjainak AP-ja hosszabb volt, mint a himeknek, rdadasul a
nostény Purkinje rostok akcids potencialjai jobban megnyultak, amikor az ingerlési
frekvenciat lecsokkentették [1]. A nostény kutydk hormondlis allapotardl azonban
nem voltak informdcidk, ami nagy mértékben befolyasolhatja az eredmények
interpretalasat, mivel ismert a ndstény kutya andsztrusza és ezzel parhuzamosan az
Osztrogénszint csokkenése [125]. Egy masik tanulméanyban artéridsan perfundalt
szoveti preparatumon vizsgaltadk a kutyasziv teriileti és nemi differencidit [36]. A jobb
kamrai epikardidlis AP korai repolarizacidja nagyobb amplitidéval rendelkezett him
allatokban, mint ndstényekben, és az I, denzitdsa is magasabb volt ezekben a
mintdkban. Ugyanakkor ezeket a kiillonbségeket nem tudtak megfigyelni bal kamrai
preparatumokon, ami inkabb az interventrikularis, mintsem a nemi kiilonbségekre
utal.

A kamrai repolarizacidé nemtol fliggli valtozasait és a nemi hormonok hatésait

vizsgaltak ragcesald modellekben, tobbek kozott egérben [55, 121], patkdnyban [65],
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tengerimalacban [83, 118] és nyulban is [76, 91], de az eredmények nagy fajfiiggést
mutattak [90]. A tengerimalac j6 modellallatnak tlinik, mert a tobbi emlitett fajjal
szemben a tengerimalac polidsztrusz egész évben, 16 napos ovaridlis ciklusokkal €s
teljes lutealis fazissal, ami nagy egyezést mutat a ndi nemi ciklussal [89, 103].
Ugyanakkor a tengerimalac szivelektrofiziologidja és akcids potencialja nagymértékii
kiilonbségeket is mutat az emberi sziv AP-lal szemben, gondoljunk csak a korai
repolarizacio és az Iy, hidnyara.

A kardialis ioncsatornak tipusai, eloszlasai €s kinetikai paraméterei, ezzel egylitt
az altaluk létrehozott akcids potencial morfologidja nagymértékben kiilonbozik
emberben és a ragcsald fajokban. Irodalmi adatok alapjan a kutya szivizomsejt
hasonlit a legjobban elektrofiziologiai sajatsagai alapjan a human kamrai
kardiomiocitara [70, 82].

Mivel a nemi hormonok szubsztitucidja jelenleg is alkalmazott gyakorlat a
klinikumban, munkank nemi kiilonbségeket vizsgald részét ugy terveztilk meg, hogy
kutya EKG paraméterein vizsgaljuk meg az §sztrogén és tesztoszteron hatésait, amely
eredményeket Ossze tudunk hasonlitani az irodalomban taldlhato emberi EKG
eredményekkel. A tesztoszteron és Osztrogén kezelést kasztralt him &s ndstény
kutydkban alkalmaztuk, hogy elkeriiljik az endogén hormonok hatasat, majd ebbdl
kovetkeztethessiink a szex szteroidok potencidlis szivre gyakorolt hatasaira olyan
esetekben, amikor férfiakat kezelnek néi nemi hormonokkal, vagy noket tesztoszteron
szarmazékokkal.

Munkank ezen szakaszaban tehat EKG mérésekkel vizsgaltuk a kutya szivizom
interszexualis inhomogenitasat, majd a kapott adatokat Osszehasonlitottuk az
ioncsatorna expresszios mintazatokkal.

Kutya allatmodelliinket (bar korlatokkal) megfelelonek talaltuk a nemi
kulonbségek vizsgalatara, €s arra is, hogy emberre vonatkozd relevans konkluzidkat

vonjunk le.
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II. CELKITUZES

Munkank soran azt vizsgaltuk, hogy az emlds szivizmon beliili, illetve ugyanazon faj

egyedei kozotti elektrofizioldgiai inhomogenitds magyarazhatd-e az ioncsatornak

expressziojaban megfigyelhetd kiillonbségekkel.

III. ANYAGOK ES MODSZEREK

11l/1. Szivizom prepardtumok

Vizsgélatainkhoz kutatasi célra tenyésztett vegyes nemi ivarérett kutyak szivét

hasznaltunk. A 10—15 kg sulyu allatokat 10 mg kg™’ ketamin (Calypsol) és 1 mg kg™

xylazin-hidroklorid (2% CP-xylazine) intramuszkularis injektalasaval altattuk el. A

mellkas megnyitdsa utdn a szivet gyorsan kiemeltiik, majd hideg Tyrode oldattal
mostuk at (6sszetétel mM-ban megadva: 153 NaCl, 5,4 KCl, 2,7 CaCl,, 1,05 MgCl,,
5,4 HEPES, 11 gliikoz, pH=7,4), és levalasztottuk a pitvarokat.

A human kamrai szoveteket 7 db, kardioplégids oldatban tartott, egészséges

donor szivbdl nyertiik. A sziveket olyan szervdonorokbdl kaptuk, akiknek a

szemilunaris billentytijét transzplantacidra hasznaltak fel. A kutya €s a human szivek

esetében is eldszor 5x5 mm-es darabokat vagtunk ki a szivek bal kamrai szabad

falanak apikalis és bazalis régidibol (2.abra), majd
dermatémmal (C. R. Bard. Covington, Ga., USA)
lenyuztunk egy 0,5 mm vastag szubepikardialis
csikot a bal kamra feliiletér6l az apikalis-bazalis
tengely felénél. Hasonld6 mddon vettiink mintat a
midmiokardium kozépsé rétegébol is 3 mm-el az
epikardium  alatt. A  csatornafehérje-denzitas
vizsgalatokhoz ezeket a mintdkat felhasznalasig

folyékony nitrogénben taroltuk.
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I1172. Elektrofiziologiai vizsgalatok

II1/2. 1. Sejtizolalas

A kutya kamrai szivizom sejteket anterograd irdnyu szegmentperfizios technika
alkalmazasaval nyertiikk [77]. A bal eliils6é leszallo artéria korondria agba kaniilt
vezettiink és az artéria vérellatasi teriiletének megfelelden perfundaltuk a bal kamrai
szivizomzatot. A perfizi6 elsd 5 percében Ca®’-mentes, taurinnal (2,5 g/l), piruvattal
(175 mg/l), ribézzal (750 mg/1), allopurinollal (13,5 mg/l) és NaH,POj4-tal (200 mg/1)
kiegészitett, karbogénnel 6,8-as pH-ra ekvilibralt szobahdmérsékleti JMM oldatot
(Joklik-féle modositott Minimum Essential Medium, Sigma) alkalmaztunk a szovet
Ca®"- és vértartalmanak eltavolitasa céljabol. Az emésztést 25-30 percig végeztik
ugyanezen alapoldattal 37 °C-on, amelyhez még kollagenaz enzimet (0,66 mg/ml,
Worthington CLS-II), borju szérum albumint (2 g/l) és CaCly-ot (50 uM) adtunk. A
szovet elfolydsodasa utan a szivizom kiilonbozo teriileteir6l (apikalis, bazalis,
epikardidlis, midmiokardialis) mintdkat vettiink, kis darabokra vagtuk dket, majd
finom razassal kiszabaditottuk a sejteket a szovetdarabokbol. A tovabbiakban a
nyert sejteket MEM oldatban (Minimal Essential Medium, Sigma) taroltuk 15°C-on.
Az izoldlds soran kapott szuszpenzioban a szabdlyos téglalap alaku, ¢ép
harantcsikolatu, éles szélu és tiszta citoplazmaval rendelkezo ép sejtek aranya 10% és

60% kozott valtozott. A sejteket az izolalast kovetd 36 oran beliil felhasznaltuk.

I11/2. 2. Az akcios potencialok mérése

A membranpotencidl mérésére a Volders és mtsai. [126] altal egysejtes
rendszerre kidolgozott, nagyellenallast tivegmikroelektrodas eljarast alkalmaztuk.
Kisérleteink soran az el6z6 pontban leirtak szerint készitett sejtszuszpenziobdl 2-3
cseppet egy invertald mikroszkop (Olympus CK-2, Japan) targyasztalara rogzitett,
I ml térfogati mérokadba cseppentettink. A kad és a perfundald oldatok
homérsékletét a kisérletek soran termosztat és perfuzids rendszer segitségével végig
37 °C-on tartottuk. A szivizomsejtek kiiilepedése utan (2-3 perc) elinditott,

2-4 ml/perces sebességgel aramlé normal Tyrode oldat perfuzidja eltavolitotta az
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elhalt sejteket, igy csak a kad fenekére kitapadt szabalyos alaku, éles széld, ép
harantcsikolattal rendelkezd sejteken dolgoztunk. A sejtek membranpotencialjanak
kovetésére 3 M-os KCl-dal toltott, 25-30 MQ  ellenallast  mikroelektrodat
hasznaltunk. Az elektroddkat kozvetleniil a kisérlet megkezdése eldtt boroszilikat
kapillarisbol (Harvard Apparatus LTD., Kent, UK) készitettilk programozhato
mikroelektroda-huzé (Sutter Instruments Co., USA) segitségével. A mérérendszert a
kornyezetbdl szarmazd elektromédgneses hullamoktol és mechanikai rezgésektol
Faraday-kalitka és antivibracios asztal (Newport, USA) védte. Az elektrodat
mechanikus makro- €s harom irdnyba mozgathaté hidraulikus mikromanipulatorral
(Narishige, Japan) pozicionaltuk. A mérés soran nyert jeleket AXOCLAMP 2B
er6sité (AXON INSTRUMENTS Inc., Foster City, USA) segitségével erdsitettiik. A
sejtek ingerlése a kisérletek teljes iddtartama alatt a mérdelektrodon keresztil 1 s
ciklushosszal folyamatosan zajlott. Az ingerlé impulzusok idétartama 1 ms volt,
amplitudoja, a sejtek érzékenységtol fliggden 4-8 nA kozott valtozott. Az erdsitd altal
felerdsitett jeleket analog-digitalis atalakitds (Digidata 1200 A/D kartya, AXON
INSTRUMENTS Inc., Foster City, USA) utan a késobbi elemzéshez szamitégépen
taroltuk. A mérés soran a mintavételezés az AP els6 10 ms-a alatt 20 us gyakorisaggal
tortént, majd ezt kovetden 200 ps-onként rogzitettiik az adatokat. Ezaltal az AP
felszallo szara és a repolarizacié folyamata egyarant jol megitélhetd volt. A mért AP-
ok kisérlet kozbeni kovetésére oszcilloszkdpot (Hitachi VC-6025, Hitachi Ltd., Tokio,
Japan) hasznaltunk. A mérések soran pontosan rogzitettink minden kisérleti
kortilményt illetve ezek valtoztatasanak idejét és mértékét. Minden mérés soran 10
egymast kovetd AP-t rogzitettiink, kiértékelésiik egy intézetiinkben fejlesztett szoftver
segitségével tortént (off-line). A 10 AP paramétereit atlagoltuk. A program altal
kiszamitott paraméterek kozé tartozik a nyugalmi membranpotencial értéke, a
depolarizacio maximalis sebessége (Vmax), az AP amplitidoja, valamint az AP 20, 50
illetve 90%-0s repolarizacidjahoz tartozo idotartama (a késdbbiekben APD,j, APDs
€s APDgy). Az AP-ok kiértékelésébdl kapott adatokbodl az abrakat az ORIGIN
(Microcal, Northampton, USA), valamint a POWERPOINT (Microsoft, Santa Rosa,
USA) grafikus szoftverek segitségével készitettiik.
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I11/2. 3. Ionaramok mérése fesziiltség-clamp technikaval

Az ionaramok mérésére a korabban leirt moédon izolalt szivizomsejteket
hasznaltunk. A mérésekhez hasznalt patch pipettakat a III/2. 1. pontban leirtakhoz
hasonloan készitettiik, azzal a kiilonbséggel, hogy ezek ellenallasat 2-3 MQ-nak
fesziiltség-clamp koriilmények kozott mértiik [47]. A méréseket 37 °C-on, normal
Tyrode oldatban végeztiik. A pipettak feltoltésére hasznalt un. belsé oldat dsszetételét
a mérni kivant ionaramtol fliggden valasztottuk meg.

Az _L-tipusu_kalciumaram (Ic,) mérésekor a kovetkezd belsd oldatot
hasznaltuk (mM-ban megadva): 110 KCI, 40 KOH, 10 EGTA, 10 HEPES, 20 TEACI,
3 K,-ATP, 0,25 GTP, pH=7,4. A kaliumaramokat a belsd oldatban jelenlevo

tetractilammonium-klorid (TEACI) alkalmazasa mellett, a perfundalé oldathoz adott
3 mM 4-aminopiridin (4-AP) hozzdaddsaval gatoltuk. A tartd fesziiltség -40 mV volt,
amely membranpotencial értéken a gyors, fesziiltségfiiggd Na'-csatornak teljes
mértékben, a tranziens, kifelé iranyuld kaliumaram kialakitasaért felelos csatornak
pedig jelentds mértékben inaktivalodtak, igy nem zavartdk az Ic,p mérését. A
kalciumaram  vizsgalatara hasznalt impulzusprotokollokat tehat -40 mV-os
tartopotencialrdl inditottuk, és a protokollok végén ugyanerre a potencidlra allitottuk
be a sejtek membranpotencialjat. Azokban az esetekben, amikor a kalciumaram
amplitaddjat  vizsgaltuk, az dramokat 400 ms hosszi, +5mV-ra torténd
depolarizacioval valtottuk ki.

A kéliumaramok mérésekor a belsd oldat osszetétele a kovetkezd volt (mM-

ban megadva): 110 K-aszpartat, 45 KCI, 1 MgCl,, 10 EGTA, 3 K-ATP, 0,25 GTP,

5 HEPES, pH=7,4. A mérések soran a kalciumaramot 5 uM Nifedipin Tyrode
oldathoz torténd adagolasaval gatoltuk. A sejtek membranpotencialjat a tranziens
kifelé iranyul6 kaliumaram (Iy,) €s a befelé egyeniranyité kaliumaram (Ix;) mérésekor
-80 mV-on, mig a kés6i egyeniranyitd kaliumaram gyors (Ig;) és lassi (Iks)
komponensének mérésekor -40 mV-on tartottuk. Az wutobbi két komponens
elkiilonitésére eltérdé impulzusprotokollokat hasznaltunk.

Az aramméréseknél a kovetkezo modon jartunk el: el6szor a mikropipettaval

ovatosan megérintettiink egy, a kad aljahoz kitapadt sejtet, majd a pipettaban szajjal

torténd szivassal csokkentettilk a nyomast, aminek hatasara a sejtek membranjanak
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egy kis darabja betiiremkedett a pipettdba. Ennek kovetkeztében jott 1étre a
“gigaseal’-nek nevezett, nagy ellendllasu (minimum 1 GQ) kapcsolat a pipetta és a
mérni kivant sejt felszini membranja kozott. Ezt kovetéen a sejtet 6vatosan jobbra-
balra és elore-hatra mozgatva fokozatosan felemeltiik a mérdkad fenekérdl, majd
kompenzaltuk a pipetta kapacitasat. A teljes-sejtes konfiguracio eléréséhez a szivoerot
tovabb noveltik ¢és ezzel egyidejileg rovid dramimpulzus alkalmazasaval
atszakitottuk a pipetta és a sejt kozotti membranszakaszt, igy hozva létre a kapcsolatot
a pipetta belsd oldata és az intracellularis tér kozott. Minden mérés kezdetén
meghataroztuk a sejtek kapacitasat, amely 80-200 pF kozotti értéknek adddott. A
méréseink sordn a soros ellendllas 3-6 MQ volt, melyet 75 %-ban kompenzaltunk.
Azokat a méréseket, ahol a soros ellenallds nagyobb volt, vagy a mérés soran
megnovekedett, kihagytuk az értékelésbdl. A kapott aramjeleket Axopatch-200B
er6sité (AXON INSTRUMENTS Inc., Foster City, USA) segitségével erdsitettiik,
Digidata 1200 A/D kartyaval végzett analdg-digitalis atalakitas utan pCLAMP 6.04
szoftverrel szamitdgépen rogzitettilk, majd elemeztik. Az arammérések soran a
mintavételezési frekvencia a mérni kivant iondramtdl fiiggéen 0,5-20 kHz kozott
valtozott. A nyolcpdlusit Bessel sziiré konyokfrekvencidjat a mintavételezési

frekvencia negyedrészének megfelelden allitottuk be.

I11/3. EKG mérések

Az EKG mérések altatott allapotban torténtek. 10-10 db, felndtt kora (2-4 éves),
kutatési célra tenyésztett him és ndstény kutyat propofollal (Fresenius Kabi AG., Bad
Homburg, Németorszag) elaltattunk. A szert a kovetkezd dozisban alkalmaztuk:
indukciohoz 15 mg kg bélus injekcid, az anesztézia fenntartasahoz 25 mg h™' kg™
infuzio. A 1égzést az anesztézia soran intratrachedlis tubuson keresztiil asszisztaltuk,
nyomasvezerelt respiratorral. A 1€gzést 250 ml min” kg'1 értéken tartottuk 15-20/perc
frekvenciaval. A kontroll EKG értékeket (szivfrekvencia, PQ-intervallum, QRS-
idétartam és QT-intervallum) folyamatosan monitoroztuk egy 12 csatornas PC-
vezérelt elektrokardiografon, ELITE 6.21-es szoftvert (Meditech Kft., Budapest,
Magyarorszag) hasznalva. Ugyanezt a szoftvert hasznaltuk az EKG felvételek
analizis¢hez is off-line, manualis moédban. Minden paramétert, a diszperziot kivéve, a

Vi-es elvezetésben mért, 15 egymast kovetd szivciklus atlagabdl kaptunk. A QT-
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diszperziot a 12 elvezetésben mért leghosszabb ¢és legrovidebb QT-intervallum
kiilonbségeként hataroztuk meg. A korrigalt QT-intervallum (QT.) kiszadmitasahoz a
Friderica-formulat [44] haszndltuk, amely Koyama ¢és mtsai. alapjan kutyadk esetén a
legpontosabb korrekciot adja:
QT~QT/*NRR

ahol RR a ciklushossz mésodpercekben kiejezve [61]. Az elsd EKG felvételt az EKG
paraméterek stabilizalodasa utan (altalaban 5-8 percen beliil) készitettiik, majd ezt 5
percenként ismételtiik. A kontroll EKG felvétel elvezetése utan az allatokat
Dofetiliddel (HERG-csatorna gatlo) kezeltiik (100 pg kg™ 2 perc alatt intravénasan
beadva). A Dofetilide hatasat 10 perccel késobb értékeltiik.

A kontroll EKG mérések elvégzése utan mind a him, mind a ndstény allatokat
ivartalanitottuk. 1 honapos iddtartam utdn, miutdin a kutydk endokrin statusza
stabilizalodott, az EKG méréseket a Dofetilide adasaval egyiitt megismételtiik. Ezek
utan az allatok inverz hormon szubsztiticiot kaptak 4 héten keresztiil, a kasztralt him
kutyak 17B-6sztradiol-benzoatot kaptak (intramuszkuldrisan 0,1 mg kg™, minden 48
ordban), a ndstényeket pedig Sa-dihidroxytesztoszteron - propionattal kezeltiik
(intramuszkularisan 1 mg kg™, 48 o6ranként). Az alkalmazott dézisok a klinikai
gyakorlatban hasznaltaknak megfeleldek. Végiil az EKG méréseket ismét elvégeztiik
a Dofetilide kezeléssel egytitt.

A kisérletek minden egyes fazisaban, a Dofetilide alkalmazasa eldtt 3 ml vért
vettlink a kutyaktol. Ezeket a mintdkat alvadas utan 5 percig centrifugaltuk 1000 g-n,
a feliiluszot leszivtuk és -20 °C-on taroltuk. A 17B-6sztradiol- és a tesztoszteron-
szinteket elektro-kemilumineszcens immunoesszé technikat (ECLIA) alkalmazva
hataroztunk meg Roche Elecsys 2010 tipusi immunoesszé analizatorral (Hoffmann-
La Roche, Basel, Svéjc). Az ECLIA egy kompetitiv teszten alapul, specifikusan
iranyitott  és  biotinnal  jelolt  antitesteket alkalmazva, elhanyagolhat6
keresztreakciokkal mas bioldgiailiag aktiv szteroidokkal szemben. Az ECLIA-
Osztrogénteszt analitikai specificitasa 6sztriolra és dsztronra vonatkoztatva sorrendben
0,077% és 0,515% [68], az ECLIA-tesztoszteronteszt kereszt-reaktivitasa So-
tesztoszteronra vonatkoztatva 1.89% [117].

A fent leirt protokoll utan az allatok szivét kiemeltiik és a szivizmukbol a I11/1.
fejezetben leirtaknak megfelelden (a regionalis kiilonbségeket figyelmen kiviil
hagyva) mintakat vettiink az ioncsatorna-fehérjék denzitasanak meghatarozasa

céljabol.
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I111/4. Western (immuno)blot

A szivizom kiilonbozo teriileteirdl szarmazdé mintdk membran proteinjeinek
kinyerését Han ¢&s mtsai. modositott modszerét hasznalva végeztik [48]. A
szovetdarabokat folyékony nitrogénben taroltuk, hideg CMF PBS-ben mostuk, lizis-
pufferben (5 mM EGTA, 20 mM Tris-Cl, 20 uM leupeptin, 1 mM 4-(2-aminoetil)-
benzénszulfonil-fluorid, pH 7,4; Sigma) dorzsmozsarban homogenizaltuk. A
szuszpenziot ultrahangos szonikaldas utdn 90 percig 4 °C-on, 100,000 g-n
centrifugaltuk. A feliiliszot wjra szuszpendaltuk 2%-os Triton X-100-el (Sigma)
kiegészitett lizispufferben, majd Gjracentrifugaltuk 4 °C-on, 100,000 g-n 45 percig. Az
igy elkészitett mintdk proteintartalmanak meghatarozdsa BCA protein assayvel
(Pierce, Rockford, IL, USA) tortént. Ezutan a mintak proteintartalmat 2 mg/ml-re
allitottuk be, az azonos proteintartalmi mintakat SDS mintapufferben (10% glicerin,
2% SDS, 0,062 M Tris, 20 mM ditiotreitol, 0,002% broémfenolkék és 5% J3-
merkaptoetanol; Sigma) 10 percig foztik. Az igy elkészitett mintdkat SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) 100 V-os fesziiltségen valasztottuk el.
A gélelektroforézishez 7,5%-o0s gélt készitettiink, amelyekre 20 pg/valyu proteint
vittink fel. Ezutdn a gélr6l a fehérjéket 100 V-os fesziiltségen nitrocelluloz
membranra (Bio-Rad, Bécs, Ausztria) transzferaltuk. Ezt kovetden a membran szabad
kotohelyeit 5% tejet tartalmazd PBS-sel 20 percig blokkoltuk, majd a kovetkezo
elsddleges antitesttekkel inkubaltuk: nyul anti-Kv1.4, anti-Kv4.3, anti-Kir 2.1, anti-
Navl.5, anti-a,c, anti-minK, anti-HERG és anti-MiRP1 (Alomone Labs, Jeruzsalem,
Izrael), kecske anti-KchIP2 ¢és anti-LQT1 (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz,
California, USA). Az elsédleges antitestek higitasa 5% tejet tartalmazd PBS-ben
tortént, a membranokat egy éjszakan keresztiil 4 °C-on inkubaltuk. Az inkubaciot
kovetéen a membranokat 30 percig PBST-ben (0,1% Tween-20 PBS-ben, Sigma)
mostuk, és megfeleld torma-peroxiddzzal konjugalt masodlagos antitesttel (1:1000
higitdas 5% tejet tartalmazo PBS-ben) inkubdltuk vagy ABC kitet alkalmaztunk
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) 1:1000 higitdsban. Az immunjelek
rogzitése minden esetben kemiluminescens (ECL) kit (Pierce, Rockford, IL, USA), a
detektalas pedig fényérzékeny film (AGFA, Brisszel, Belgium) vagy Fujifilm LAS
3000-es darkbox (Fujifilm, Tokid, Japan) segitségével tortént. Az expresszid

kvantitativ meghatarozasat denzitométer, valamint megfeleld szoftver (Image-Pro
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Plus, Media Cybernetics, Inc. Georgia, USA) segitségével hajtottuk végre. Annak
megallapitasara, hogy a mintdk felvitele egyforman tortént-e, a nitrocelluloz
membranokat 65 °C-on 1 6ran at inkubaltuk 200 ml 50 mM Tris-HCI pufferben (pH
7.5) (2% SDS és 1% B-mercaptoethanol). A membranokat ezutan egérben termeltetett
citokrom-C (Cyt-c) ellenes antitesttel (1:100 PBS tejben) (Santa Cruz Biotech, Santa
Cruz, California, USA) festettiik meg, majd az elézéekhez hasonléan elemeztiik a

jelet.

111/5. Adatfeldolgozas és statisztikai analizis

A mérések soran kapott adatokat atlagoltuk és kiszdmitottuk a standard hibat
(SE). Az atlagértékek kiillonbségeinek megitélésekor egyvaltozos ANOVA-t, F probat
¢s Student-féle kétmintas t-probat hasznaltunk. A valtozasokat akkor tekintettiik
szignifikansnak, ha a p értéke kisebb volt, mint 0,05. Valamennyi statisztikai analizist
személyi szamitogépen, Microsoft Excel szoftver segitségével végeztiink. Az dbrdkon
a mért értékek atlagat és a hozzajuk tartozod standard hibat (SE) tuntettiik fel. Az
abrakon a szignifikans kiilonbségeket csillaggal jeloltiik.

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 human mintdk kezelését és a kisérleti protokollt a
Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatetikai Bizottsaga is jovahagyta (No. 51-
57/1997 OEJ).
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IV. EREDMENYEK

1V/1. Akcios potencidl karakterisztika és membrankapacitds

Az akcids potencidlokat kutya kamrai szivizom kiilonb6z6 teriileteirdl szarmazo
munkaizomsejteken mértiikk aram-clamp tizemmodban. A munka sordn az apikalis
(APEX) és bazalis (BASE) teriiletrdl szarmazo, valamint az epikardialis (EPI) és
midmiokardidlis (MID) rétegbdl szarmazd sejtek akcids potencidljait és azok
jellegzetes paramétereit hasonlitottuk oOssze (3. dabra). Az APEX-BASE
Osszehasonlitasnal hasznalt sejtek a szivizom kozépsd (MID) rétegébdl szarmaztak.
Amint az a 3. abran lathato, az EPI sejtek akcios potencidljai rovidebbek voltak a
MID sejtekénél, az APEX sejtek akcios potencidljai pedig a BASE sejtekénél. Ezt a
kiilonbséget meg tudtuk figyelni az akcids potencial repolarizacidjanak 50 és 90%-nal
(APDsp és APDqgg) egyarant. Az EPI és APEX sejtek akcids potencidljai prominens
elsd fazis repolarizaciéval rendelkeztek, mig a MID és BASE sejtek esetében ez
kisebb volt (D panel). Ugyanakkor a MID sejtek maximalis depolarizacids sebessége
(Vmax) szignifikdnsan meghaladta az EPI sejteken mért értéket (MID: 292+14 és EPI:
233,4+4 V/s, p<0,05), és az AP amplituddja is szignifikdnsan nagyobb volt
(MID:138+1 és EPI: 133,8+1,4 mV, p<0,05). Az apikalis €s bazalis sejtek Vax értéke
kozott nem taldltunk szignifikans kiilonbséget (300+£22 és 275+23 V/s), mint ahogy
nem volt szignifikans kiilonbség az AP amplitiddjaban sem a két teriiletrdl szarmazo
sejtek kozott (140,9+2 mV az apikalis és 138,2+1,4 mV a bazalis sejtek esetén). A
vizsgal sejtesoportok nyugalmi 1. tdblizat. A vizsgdlt régickbol szdrmazo
membranpotencial-értékei kozott nem talaltunk sejrek dtlagos kapacitdsértékei.

szignifikans kiilonbséget.

A sejtek kapacitasat  fesziltség-clamp Régio Kapacitds
tizemmodban hataroztuk meg, az egyes értékek (pF)
az 1. tablazatban talalhatéoak. Amint a Apikalis 14155
szamadatok mutatjak, a kapacitasértékek atlagai Bazalis 1397
minden vizsgalt sejtcsoportban hasonlo értéket Epikardialis 14426

Midmiokardialis 149+8
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3. abra. Reprezentativ akcios potencialok a szivizom kiilonbozé teriileteirol
(A és B panel), és az akcios potencidlok hosszanak (C), valamint a korai
repolarizacio nagysaganak (D) Osszevetése. Az APDsy és APDyy értékek az
AP idotartamat jelentik a repolarizacio 50 és 90%-ndl. A korai
repolarizacio nagysagat az akcios potencial inflexios pontjatol a csucsig
hataroztuk meg.

Epikardialis (EPI): piros szin; Midmiokardialis (MID): fekete szin, Apikdlis
(APEX): kék szin, Bazalis (BASE): z6ld szin.

mutattak, szignifikdns kiilonbséget sehol nem talaltunk. Ez arra utal, hogy a sejtek

mérete valamennyi vizsgalt régidban egyforma volt.

1V/2. Befelé egyenirdanyito kaliumdram (Ig;)

A membran egyensulyi aram-fesziiltség (I/V) Osszefiiggését 400 ms hosszu,
-130 és +50 mV kozotti, 5 millivoltos 1épcsOkben alkalmazott teszt impulzusokkal
hataroztuk meg 5 M Nifedipin jelenlétében (4. abra). Az igy kapott I/V Osszefliggés
inward szakaszat (abrankon negativ tartomany) egyértelmtien az Ig; hatarozza meg,
mig az outward szakasz (pozitiv aramértékek) esetében mar egyéb aramok is jelen
lehetnek. Az egyes régiokbol szdrmazé sejtek atlagait 6sszehasonlitva a -130 és +40

mV kozotti tartomanyban szignifikans kiillonbségeket sehol nem talaltunk. Ezzel
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4. abra. Reprezentativ Ix; dramjelek (A és B panel) és a membran daram-

fesziiltseg osszefiiggéseinek osszehasonlitasa (D, E) az EPI/MID

APEX/BASE régiokban.
Epikardialis (EPI): piros szin, Midmiokardialis (MID): fekete szin; Apikalis
(APEX): kék szin; Bazalis (BASE): zold szin.

és az

szemben szignifikdns kiilonbségeket tapasztaltunk az EPI/MID és APEX/BASE

Osszehasonlitasaikor az I/V gorbe pozitiv fesziiltségértékekhez tartozo szakaszan, ahol

mar egyéb aramok (pl. a késoi tipust kaliumaram gyors €s lassi komponense) is jelen

vannak.

1V/3. L-tipusu kalciumdram (I¢,)

crer

4-aminopiridinnel, 1 uM E-4031-gyel és 30 uM chromanol 293B-vel egészitettiik ki,

hogy blokkoljuk a kaliumaramokat. A pipettatoltd oldat Osszetételét a modszerek

(ITI/2. 3.) fejezet tartalmazza. Az aram kivaltdsahoz a membrant -40 mV-os tartd

fesziiltség utan 400 ms hosszan +5 mV-ra depolarizaltuk. Vizsgéaltuk az dram

amplitudojanak, inaktivacidjanak fesziiltségfiiggését, és a +5 mV értéken mért

inaktivacié id6allanddjat (2. tablazat). Az egyes régiokban mért paraméterek kozott
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szignifikans kiilonbséget sehol nem figyeltiink meg. Tehat megallapithatjuk, hogy a

kalciumaramok paraméterei az altalunk vizsgalt régiokban megegyeznek.

2. tablazat. Az L-tipusu kalcium dram (I¢,) paraméterei a vizsgalt régiokban.

Ic, EPI MID APEX BASE

Amplitado (pA/pF) -4,9+1,2 -4,6+0,8 -5,85+0,76 -7,17+0,63
Egyensulyi inaktivacio 61+ 15 14 1074 0.0+
félaktivacios fesziiltsége (mV) Ueslels ol el Al
L9 EE L A UVE G -3,38+0,25 | -3,4120,24 4,10,26 4,4+0,25
meredeksége (mV)
Inaktivacio idéallandéi (ms) 20,5+2,8 20,4+0,8

gyors komponens (ms) 10,6+0,9 10£1

lassi komponens (ms) 46,4+10,5 37,243 .4

IV/4. Trangiens, kifelé iranyulo kaliumdaram (I,,)

Az Iip-t -80 mV-os tarto fesziiltségrol aktivaltuk 400 ms hosszu, -20 és +60 mV
kozotti tesztimpulzusokkal, 10 mV-os lépéskozokkel. Minden egyes tesztimpulzus
elott egy rovid (5 ms idétartamu) -30 mV-os depolarizalo 1€épcsét alkalmaztunk, hogy
inaktivaljuk a gyors, fesziiltség fiiggd Na'-aramot, a kiilsd oldat pedig az Ic,1 gatlasa
céljabol 5 uM Nifedipint tartalmazott. Amint az az 5. abra A és C paneljén is lathato,
az EPI és az APEX sejteknek a +10 illetve +20 mV feletti fesziiltségértékeknél
szignifikdnsan nagyobb I, csucsaram amplitudodja volt, mint a veliik 6sszehasonlitasra
kertil6 MID és BASE sejteknek. Az aram inaktivacidjanak fesziltségfiiggését -80
mV-os tartd fesziiltségrol -70 és -10 mV kozotti, S mV-os 1épcsdkben alkalmazott
eléimpulzust koveté +50 mV-ra torténd depolarizacioval vizsgaltuk. Az
eléimpulzusok alkalmazéasa utan +50 mV-on kivaltott csucs aramokat az eldimpulzus
nélkil, ugyancsak +50 mV-on kivaltott aram cstcsértékére normalizaltuk, és a
hanyadost az eléimpulzus fesziiltségértékének fiiggvényében abrazoltuk, majd
Boltzmann fliggvénnyel illesztettiik. Az EPI és MID sejtek esetében nem volt
szignifikans kiilonbség az I, egyensulyi inaktivaciojaban. A Boltzmann fiiggvénnyel
tortént illesztést kovetden kapott félaktivacios fesziiltség az EPI sejtek esetében -
44,5+1,3 mV lett -3,2+0,12 mV-os meredekséggel, mig a MID sejteknél a
félaktivacios fesziiltség -45,2+42,9 mV -3,4+0,47 mV-os meredekséggel (5. dbra B).
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5. abra. A tranziens kifelé iranyulo kaliumaram (I,,) tulajdonsagainak
osszehasonlitasa a kamrai szivizom kiilonbozo teriiletein (n=7). Az I,
amplitudojanak aram-fesziiltség Osszefiiggése az EPI/MID (A) és az
APEX/BASE (C) teriileteken. Az dabrabetétekben reprezentativ dramjelek
lathatok +60 mV-os depolarizalo fesziiltségnél mérve. Az I, egyensulyi
inaktivaciojanak fesziiltség fiiggése az EPI/MID (B) és az APEX/BASE (D)
teriileteken. A folytonos vonalakat Boltzmann illesztéssel kaptuk.

Az APEX sejtekben az inaktivacids gorbe 4 mV-al jobbra helyezkedett el a BASE
sejtek gorbéjéhez képest. Az APEX sejtek félaktivacids fesziiltsége -44,3+0,2 mV
volt, szemben a BASE sejtek -48,1£0,2 mV-os ¢értékéhez képest (p<0,05).
Ugyanakkor az APEX sejtek inaktivaciojanak fesziiltségfiiggési gorbéje kis
mértékben, de szignifikdnsan meredekebb is, mint a BASE sejteké, a meredekség az
elobbi esetben 3,44+0,15 mV, az utdbbi esetben pedig 4,5+0,15 mV-nak adodott (5.
abra D panel, n=7, p<0,05).

Az I, inaktivacigjanak idofiiggését a +50 mV-on kialakult aram leszallo
szaranak exponencidlis illesztésével kaptuk. Az inaktivacid sebességében nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget egyik vizsgalt csoport k6zott sem. Az epikardialis

sejtek inaktivacidjanak idéallanddja 6,8+0,2 ms volt a midmiokardialis sejtek 6,6+0,4
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ms-os ¢értékéhez képest (n=7), ugyanezek az értékek az apikalis és bazalis sejtek

esetében 7,2+0,4 (APEX) és 6,5+0,6 (BASE) ms voltak (n=7, p>0,05).

1V/5. A késoi tipusu kdliumdram gyors komponense (Ix,)

Az Ik, aktivalasat 200 ms hosszt -20 ¢€s +40 mV kozotti, 10 mV-os 1€épcsokben
alkalmazott depolarizald pulzusokkal végeztiik. Az Ik,-t farokdramként mértiik a -40
mV-os tartofesziiltségre torténd repolarizacio soran. A mérések sordn az Ic, 1 €s az Iks
aramot 5 uM Nifedipinnel és 30 uM Chromanol 293B-vel gatoltuk. Amint az a 6. dbra
C paneljén is lathato, a +40 mV-os aktivaciokor nem volt kiilonbség az APEX és
BASE sejtek farokaramai kozott. Ugyanakkor az aktivalo fesziiltség egy kis
tartomanyaban (+10 mV koriil) az apikalis dramamplitddok szignifikansan kisebbek
voltak, mint a bazalis sejtek aramai (6. abra A). Ez jol lathato a 6. abra B részén, ahol
az Ik, aram aktivaciojanak fesziiltség-fiiggését mutatjuk be. A gorbéket két-allapota
Boltzmann fiiggvénnyel illesztve a félaktivacids-fesziiltségek 13,2+0,6-nak és 8,3+0,2
mV-nak adodtak az apikalis €s bazalis sejtek esetében (p<0,05), 8+0,6 mV és 6,4+0,2
mV-os meredekséggel (p<0,05, n=7). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az Ik,
kevésbé pozitiv fesziiltségértékeken aktivalodik a BASE teriileteken, mint az APEX
sejtjeiben.

Az é4ram aktivaciojanak idéallandoit envelope-teszttel hataroztuk meg (6. dbra
D). Ezen protokoll soran +30 mV-os depolarizalé pulzusokat alkalmazunk
5-900 ms id6étartamban. Az aktivacios idéallanddk nem kiilonboztek szignifikansan a
szivizom kiilonb6z0, sszehasonlitasra kertilt teriiletein (APEX: 58,3+9,8 ms; BASE:
50,9+7,3 ms; p>0,05, n=7).

A deaktivacios idoallandokat két exponens illesztésével kaptuk a farokaram
leszallo szakaszan. Nem volt szignifikdns kiilonbség sem a gyors (161+23 ms ¢és
143+£15 ms), sem a lassu (3,04+£0,45 s és 2,6+£0,38 s) idoallandokban az APEX ¢és
BASE sejtek Ik, aramai kozott (n=7).

A 7. abréan az Ix, EPI/MID 06sszehasonlitasanak eredményeit mutatom be. Az A
panelen az Ik, aktivacidjanak fesziiltségfiiggése lathatd. A mérési pontok Boltzmann-
fiiggvénnyel torténd illesztése utdn a fél-aktivacios fesziiltség az EPI sejtek esetében
6,8£1,5 mV, a meredekség 7,3+1,1 mV, a MID sejteknél a félaktivacios-fesziiltség
8,4+1,7 mV, 5,7+0,6 mV-os meredekséggel (n=6).
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6. abra. A késoi tipusu kaliumaram gyors komponensének (Ik.)
tulajdonsagai az APEX és BASE teriileteken (n=7). Reprezentativ I,
farokdaram regisztratumok -40 mV-on mérve 200 ms hosszu +10 (A panel)

és +40 mV-os (C panel) aktivaciot

kovetéen. B panel: az Iy, daram-

fesziiltség Osszefiiggése. Az aramot az abszcisszan feltiintetett depolarizalo
membranpotencial értékekkel aktivaltuk, a folytonos vonalakat kétallapotu
Boltzmann-illesztéssel kaptuk. D panel: Az Ik, aktivacios kinetikdja az
envelope-teszttel meghatdarozva +30 mV-on.

Az I, aktivacidjanak 1dofliggését az envelope-teszt mutatja meg (7. abra B). Az

aktivacios idoallandok kozott nem talaltunk szignifikans kiillonbséget az EPI és a MID

sejtekben (EPI: 56+8,5 ms és MID: 4743,2 ms,

p>0.05, n=6).

Az aram deaktivacidja gyorsabb volt az EPI sejtekben, mint a MID régidban:

mind a gyors (92+12 vs173+22 ms), mind

a lassu (1,75+0,25 vs 2,33+0,16 ms)

deaktivacids idéallandok szignifikansan kisebbek az EPI sejtekben (n=5, p<0,05).
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7. abra. A késoi tipusu kaliumaram gyors komponensének (Ix,) paraméterei
EPI és MID sejtekben (n=6). A panel: Az Ik, farokaram aktivaciojanak
fesziiltsegfiiggése. Az abrabetétben reprezentativ Ik, farokaramok lathatok -
40 mV-on mérve. B panel: Az Ik, aktivacios kinetikdja envelope-teszitel
meghatarozva, +30 mV-on.

1V/6. A késoi tipusu kaliumdram lassu komponense (I

A késoi tipusi kaliumaram lassi komponensét (Ixs) teljesen aktivalt é&s
farokdramként egyarant meghataroztuk. Tart6 fesziiltségként -40 mV-ot, aktivald
fesziiltségként 3 s hosszu, -30 és +50 mV kozotti fesziiltségértékeket alkalmaztunk 10
mV-os 1épéskozokkel. Az Ic,-t 5 uM Nifedipine, az Ix,-t 1 pM E-4031 segitségével
blokkoltuk. Mind a teljesen aktivalt, mind a farokaram szignifikansan nagyobb volt az
APEX, mint a BASE sejteken (8. abra A és C panel): az APEX sejteken a teljesen
aktivalt aram amplitiddja +50 mV-on mérve 5,61+0,43 pA/pF mig a BASE sejtek
esetében csak 2,14+0,18 pA/pF volt (p<0,01), a hozzajuk tartozé farokaramok pedig
1,65+0,21 pA/pF az APEX, és 0,85+0,19 pA/pF a BASE teriiletrdl szarmazo sejteken
(p<0,05, n=7).

Az Ik, eredményekkel ellentétben az Ik aktivacids és deaktivacids idoallandoja
is szignifikansan kisebb volt az APEX sejtek esetében. Az aktivacio sebességét
envelope-teszttel hataroztuk meg, ahol +50 mV-os depolarizalé pulzusokat
alkalmaztunk 16-t6l 4000 ms-os iddtartamokig (8. é&bra B). A kapott
aramamplitidékat a pulzusok hosszanak fiiggvényében abrazoltuk, majd
monoexponencialis egyenlettel illesztettiik. Az igy kapott id6allandok az apikalis
sejtek esetében 358+53 ms, a bazdlis sejtek esetében pedig 516+34 ms-nak addodtak
(p<0,05, n=7). Az Ik, deaktivacigjat -40 és +30 mV kozotti fesziltségértékeken
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8. dabra. A késoi tipusu kaliumaram lassu komponensének (Iks)
tulajdonsagai APEX és BASE szivizomsejteken (n=7). A panel: a Ik

crer

aramgorbékkel (+50 mV-on mérve). B panel: Az Ik, aktivacios kinetikdja
envelope-teszttel meghatarozva. C panel: az I, farokaram amplitudojanak
fesziiltsegfiiggése, az  abrabetétben  reprezentativ  farokdaramokkal
(maximdlis aktivaciot koveté -40 mV-os repolarizacio sorvdn mérve). D
panel: Az I deaktivaciojat jelemzd idédllandok fesziiltségfiiggése.

vizsgaltuk, egy 3 s hosszi +50 mV-os depolarizalé impulzust kovetden. A kapott
aramgorbék leszallo szarait exponencidlis egyenlettel illesztettiikk, és a kapott
idoallandokat a deaktivald fesziiltség filiggvényében abrazoltuk (8. abra D).
Eredményeink azt mutatjak, hogy a -10 és +20 mV kozotti fesziiltség tartomanyban a
deaktivacid szignifikdnsan gyorsabb az APEX sejtek esetében, mint a BASE
teriileteken.

A kovetkezd, 9. abran a késo6i tipusu kaliumaram lassi komponensének
EPI/MID teriiletek kozotti 6sszehasonlitasa lathatd. Az EPI rétegben az Ik, aram
amplitudojat szignifikdnsan nagyobbnak talaltuk, mint a MID rétegben. Az EPI
sejteknél, +50 mV-on mérve a maximalisan aktivalt aram amplitidoja 9,2+1,4 pA/pF,

a farokdram amplitudoja 2,05+0,48 pA/pf, mig ugyanezek az értékek a MID sejteknél
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9. dbra. A teljesen aktivalt (4) és az I farokaramok (B) I/V dsszefiiggései
EPI és MID szivizomsejteken (n=7). Az abrabetétekben +50 mV-on teljesen
aktivalt Ixsdram lathato (A) és a -40 mV-os repolarizaciot koveto
Jfarokaramok kinagyitva (B).

6,31 pA/pF a teljesen aktivalt aramnal s 1,37+0,22 pA/pF a farokdramnal (mindkét
esetben p<0.05, n=7). Az aktivacid fesziiltségfiiggése nem kiilonbozott egymastdl a
két rétegben, csakugy mint az aktivacid iddallanddéi sem (EPI: 392+65 ms; MID:
337440 ms, n=6). Az Igs deaktivacigjat biexponencialis fliggvénnyel tudtuk
megilleszteni, de nem talaltunk kiilonbséget az EPI és MID rétegek kozott sem a
gyors (53+3 ms vs. 59+6 ms EPI/MID), sem a lassi (196+17 ms versus
232+44 ms EPI/MID, n=6) id6allandok esetében sem.

1V/7. loncsatorna proteinek eloszldsa a szivizom kiilonbozo teriiletein

A tovabbi kisérletek célja annak eldontése volt, hogy a vizsgalt iondramok
paramétereiben észlelt kiillonbségek (akar APEX/BASE, akar EPI/MID viszonylatban
tapasztalt eltérések legyenek) eredhetnek-e az ioncsatornak expresszidjanak
kulonbségeibdl Ezért meghataroztuk a f0 ioncsatornaproteinek (a-alegységek), és
azok ismert masodlagos szabalyozd proteinjeinek expresszids mintazatat
APEX/BASE ¢és EPI/MID mintakban. Mivel a kisérleti technika csak minta-parok
Osszehasonlito vizsgalatat engedi meg, a Western-blot eredmények kiértékelése soran
a BASE teriiletr6l szarmazo fehérjék optikai denzitdsat normalizaltuk az APEX
teriiletrdl szdrmazo proteindenzitdsra, ¢€s ugyanezt tettiik a szivizom EPI-MID

rétegeibol szarmazo mintak esetén is. A Szegedi Tudoméanyegyetem Farmakoldgiai és
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10. abra. APEX/BASE ioncsatorna-fehérje eloszlas (a-alegységek és a
szabalyozo proteinek) kutya és humdn szivizomban Western blottal
meghatarozva. Reprezentativ Western blot fotok lathatoak az A panelen.
Hogy minden esetben egyforma toltést érjiink el, a nitrocelluloz membrant
leemésztettiik, és ujrafestettiik egér Citokrom-C ellenes antitesttel (Cyt-C).
A relativ optikai denzitasok (bazdlis értékek az apikalis értékekre
normalizalva) lathatok az ordindtakon. Az dtlag értékeket 8 kutya és 7
human sziv mintaibol kaptuk (B, C).
Farmakoterdpiai Intézetével torténd egytittmiikodésiink keretein beliil lehetdségilink
nyilt egészséges, human szivizommintak vizsgalatara is. A human mintdkon nyert
adatokat a kutya szivizomzatbdl nyert eredményeinkkel egytitt mutatom be.
Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy az L-tipusi Ca®'-csatorna ajc (pérus
formalo) alegységének, a befelé egyeniranyité K'-csatorna Kir2.1 (pérus formald)
alegységének, valamint az Ig,-csatorna HERG (pdérus formald) ¢és MiRPI
(regulatorikus) alegységének expresszidja nem kiillonbozott szignifikdnsan az APEX
és BASE mintakban (10. abra B). Ezzel szemben a KvLQT1 és MinK (az Ixs-csatorna
porus formalo és regulatorikus) alegységek expresszidja szignifikansan kisebb volt a

BASE teriiletekrdl szarmazo mintakban. Hasonld asszimetriat talaltunk az I, aramot

1étrehozé csatornafehérjék expresszios mintazataban is: a Kv1.4- és a KChIP2-
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11. abra. Iloncsatorna-fehérjek (o-alegységek és a szabdlyozo proteinek)
eloszlasa kutya és human szivizom EPI és a MID rétegében. Reprezentativ
Western blot jelek lathatok az A panelen. A relativ optikai denzitdasok (EPI
ertekek a MID értékekre normalizalva) lathatok az ordindtdkon. Az dtlag
értékeket 6 kutya és 5 human sziv mintaibol kaptuk (B, C). A csillagok a
statisztikailag szignifikans (p<0,05) kiilonbségeket mutatjak.

fehérjék (porus formalé ¢és masodlagos Iy, alegységek) szignifikansan kisebb
mértékben voltak jelen a BASE teriiletecken, mint az APEX részen. A Kv4.3
expresszioja (az I, masik pdérus formalo alegysége) ugyan kisebb volt a BASE
mintadkban, de a kiilonbség statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak. A 10. dbra C
részén egészséges human szivek (n=7) APEX és BASE teriileteirdl szarmazo mintak
ioncsatorna expresszios mintazatanak Osszehasonlitdsa lathato. Bar Osszevetve a B
panelen lathatd kutya miokardiumbdl szarmazo eredményekkel mennyiségi
kiilonbségek vannak a KChIP2, a MinK és a Kv1.4 expresszios szintjeinek relativ
értékeiben, az APEX/BASE asszimetria emberi anyagban hasonld volt a kutyabdl
szarmazo6 mintakon megfigyeltekéhez.

A 11. abran az EPI/MID ioncsatorna expresszids kiillonbségeket mutatom be

ugyancsak kutyabol és emberi anyagbol szarmazo mintakon. Az a;c, a Kir2.1, a
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HERG ¢és a MiRP1 proteinek (sorrendben az Ic,, az Ix; és az Ik, aramokért felelds
csatornak) expresszidiban nem volt szignifikans kiilonbség a kutyasziv epikardialis €s
a midmiokardialis rétegébdl szarmazo mintak kozott. Ezzel szemben szignifikdnsan
nagyobb volt az epikardialis mintdkban az I, aramot Iétrehozd ioncsatorna
fehérjéknek, a Kv4.3, a Kvl.4 és a KChIP2 proteineknek (két porus formald és egy
regulatorikus alegység) az expresszioja. A KvLQT1 és a MinK fehérjék (Iks)
denzitdsa aszimmetrikus volt: a KvLQT1 expresszidja magasabb volt az EPI
tertileteken, mig a MinK denzitdsa a MID régidban volt magasabb. Ezen kivil itt
megvizsgaltuk még a Navl.5 (a gyors, fesziiltség fiiggd Na'-csatorna pérus formald
alegysége) expresszios szintjét is, ami MID régioban mintegy kétszerese volt az EPI
teriileten taldltnak. Az EPI/MID ioncsatorna expresszios kiilonbségeket 5 human
sziven is alkalmunk nyilt megvizsgalni (11. dbra C): alapvetéen hasonld ioncsatorna
expresszids mintdzatot kaptunk itt is, mint amit kutya mintdkban észleltiink, kisebb
mennyiségi kiilonbégeket leszdmitva. Egyedill a HERG-fehérje expresszidjanak
EPI/MID hanyadosa volt nagyobb a human mintdkban a kutya miokardiumban
megfigyelt értékhez képest.
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1V/8. Nemi hormonok hatdsa az EKG paraméterekre

1V/8. 1. Plazmahormon-szintek

A korabbi kisérleteinkben az ioncsatornak expresszidjanak és funkciojanak
sziven beliili inhomogenitasat tanulmanyoztuk. A kovetkezd kisérleteinkben arra
kerestiink valaszt, hogy hogyan valtozik meg a sziv ioncsatorndinak expresszidja és
funkcidja kiilonb6z6 hormonstatusza allatmodellekben. Vizsgélatainknak ebben a
részében a nemi hormonok hatasat tanulmanyoztuk. Vizsgaltuk kasztracio, illetve
kiilonb6z6 hormon szubsztitucid hatasait.

Mind a plazmatesztoszteron-, mind a plazmadsztrogén-szinteket folyamatosan
meghataroztuk a kisérletek sordn. A tesztoszteron szinteket az 3. tdblazat mutatja be.
A him kutyak kasztracidja a plazmatesztoszteron-szint kozel egy nagysagrendii
csokkenéséhez vezetett, olyan szintre csokkent a plazma tesztoszteronkoncentracioja,
mint a kontroll, vagy ivartalanitott ndstény allatokban. A kasztralt néstény allatok
tesztoszteron kezelése magasabb plazmatesztoszteron-szintet eredményezett, mint
amit a kontroll him allatokban tapasztaltunk.

Az osztrogénkoncentracidk a kontroll himekben és ovarectomizalt ndstényekben
nem haladtdk meg a detekcids hatart (18,4 pmol L'l), a kontroll ndstényekben pedig
(valosziniileg a kitek nagy mérési bizonytalansaga miatt) igen nagy szorast mutattak.
Ezért atlagértékek szamitasara nem kerilt sor. Egyediili kivételt az Osztrogén kezelt
himek jelentették, ahol a csoport atlaga 162+43 pmol L™ 17p-6sztradiol volt. Ezek az
adatok azonban kielégitden igazoljak, hogy az inverz hormon szubsztiticio itt is

hatésos volt.

3. tablazat. Szérumtesztoszteron-szintek kutydkban elektro-kemilumineszcens immunoesszé

technikaval mérve

Kontroll Kasztracid Inverz szubsztitucid
Him 3,614 0,23 + 0,06 * 0,33+ 0,05 *
Nostény 0,19+ 0,05 0,20 + 0,05 10,2+ 3,6

Tesztoszteron atlagertékek += SE (nmol L) 10 allatban

* kontrolltol valo szignifikans eltérés
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12. abra. Kasztrdacio és inverz hormonszubsztiticio hatasa kutyakban a
szivfrekvenciara és a PQ intervallumra (minden csoportban n=10). Az
allatok kardialis statuszat 1 honappal az orchiectomia és ovarectomia utan
ertékeltiik. Az inverz hormonszubsztitucio (Osztrogen adagolasa a kasztralt
himeknek és tesztoszteron a ndstényeknek) szintén 1 honapig tartott. Az
oszlopok az dtlagot és a standard hibat dbrazoljak. (*) Szignifikans
kiilonbség a kontroll csoporttol, (+) Szignifikans eltérés a kasztrdalt és
hormonszubsztitualt allatok kozott (p<0,05).

I1V/8. 2. Szivirekvencia és az atrioventrikularis vezetés

Ha egy szivben, illetve azon beliill a szinusz csomoban vagy pitvar-kamrai
csomodban megvaltozik az ioncsatorndk funkcidja, akkor a valtozas tiikrozodik a
szivfrekvencidban és az atrioventrikularis vezetés sebességében (PQ intervallum).
Amint az a 12. abra A részén is lathatd, a kasztracid kis mértékben lecsokkentette
mind a him, mind a ndstény kutyak szivfrekvencidjat. Ezek a valtozasok a ndstények
esetében statisztikailag szignifikansak voltak (p<0,05), mig a him allatoknal nem érte
el a valtozas a szignifikans szintet. Inverz nemi hormon szubsztiticiojat kovetden
(6sztrogén adagolasa a kasztralt himeknek ¢&s tesztoszteron a ndstényeknek) a
szivirekvencia nem kiilonbozott a kontroll csoportétél sem himek, sem ndstények
esetében. Ehhez hasonlé valtozasokat tapasztaltunk a PQ-intervallum viselkedésében
is kasztracio, és kasztraciot kovetd inverz hormon szubsztitticio hatasara (12. abra B).
A kasztraciéo meghosszabbitotta, majd a hormonok forditott adasa helyreéllitotta a PQ-

intervallumot. Osszefoglalva tehat, a hormonok szintjének lecsokkentése lassitotta a
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13. dabra. Kasztrdacio és inverz hormonszubsztitucio hatasa a QT- és QTc-
intervallumra (A, B), valamint a QT- és QTc-diszperziora (C, D). A (*) a
kontroll csoporttol valo, a (+) a kasztralt és hormonszubsztitudlt allatok
kozotti statisztikailag szignifikans kiilonbséget mutatja.
szivfrekvenciat és megnytjtotta a PQ intervallumot, majd a nemihormonok adagolasa
(fiiggetleniil a szex sztroid tipusatdl vagy az allat aktualis nemétdl) visszaallitotta ezen

paraméterek eredeti értékét.

IV/8. 3. Kamrai depolarizacio és repolarizacio

Az intraventrikularis vezetésrol a QRS-komplexum hossza nyujt informaciot a
felszini EKG-regisztratumon. Kontroll koriilmények kozott a him allatok QRS
idotartama 56,7+1,5 ms, mig a nostény kutyaké 54,4+2.2 ms-nak adodott. Sem a
kasztracid, sem az inverz hormonszubsztituci6 nem befolyasolta szignifikansan a
QRS-komplexum hosszat, ami arra utal, hogy az intraventrikularis vezetésre nem
hatnak a szexualszteroidok szintjében bekovetkezd valtozasok.

A depolarizacioval ellentétben, a kamrai repolarizacid idGtartama nagy
mértékben fliggott a tesztoszteron szintjétdl. Orchiectomia szignifikdnsan megemelte

a QT és a korrigalt QT intervallum (QTc) hosszat him kutyakban (13. dbra A és B). A
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14. abra. Kasztracio és inverz hormonszubsztiticio hatasa a dofetilide-
indukalt QT (A) és QTc (B) nyuldsra. A Dofetilide (100 ug kg‘l i.v. injekcio)
hatasat 10 perccel a beadast kovetéen vizsgaltuk. Az oszlopok az dtlag és
standard hiba értékeket mutatjak. (*) Szignifikans kiilonbség a kontroll
csoporttol, (+) Szignifikans eltérés a kasztralt és hormonszubsztitualt
allatok kozott (p<0,05).

kasztralt him kutyak 1 honapig tartd 6sztrogén kezelése tovabb novelte a QT- és QTc-
intervallum hosszat, de ez a novekedés a kasztralt allatok értékeihez képest mar nem
bizonyult szignifikansak. NOstény kutyakban az ovarectomia nem okozott
szignifikans valtozast a QT- és QTc-intervallumban. A tesztoszteron egy honapon at
torténd adagolasa szignifikdnsan lerdviditette a repolarizacié iddtartamat, amint azt a
QT- ¢és QTc-intervallumok idétartamanak csokkenése jelzi. Orchiectomia
szignifikdnsan megnovelte a QT- és QTc-diszperziot is, amit az Osztrogén adasa
tovabb novelt (13. abra C és D panel). A QT- és QTc-intervallumokhoz hasonléan,
nostény kutyadkban ovarectomiaval nem sikerilt a diszperzidé mértékét megvaltoztatni,
de a tesztoszteron kezelés lecsokkentette a QT- és QTc-diszperziot a kasztralt ndstény
allatokban. A QT-és QTc-diszperziok alap értékei kontroll koriilmények kozott
szignifikansan (p<0,05) magasabbak voltak a kezeletlen néstényekben (20,8+2,3 ¢és
27,843,1 ms), mint a kezeletlen himekben (15,3+2,2 és 20,7+3,1 ms).
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IV/8. 4. Dofetilide indukalt repolarizacio nyujtas

Dofetilide adasa (100 pg kg™ 2 perc alatt i. v.) mindkét nemben, - fiiggetleniil az
aktudlis hormonszintektdl - percenként 20-30 iitéssel csokkentette le a
szivfrekvenciat. Ez a bradikardia mindig egyiitt jart a QT-és QTc-intervallumok
nagymértékii megnyulasaval (14. abra). A him allatok kasztralasa szignifikdnsan
felerdsitette ezt a nyujtd hatast, ugyanakkor tesztoszteron addsa a kasztralt ndstény
kutyaknak szignifikansan lecsokentette a Dofetilide indukalt QT- és QTc-idotartam
megnyulasat. Az 6sztrogénszint megvaltozasa sem a nostény allatok kasztralasa, sem
a kasztralt him kutydk osztrogénkezelése esetében nem befolydsolta a Dofetilide

repolarizacid-nyujtd, bradikardizald hatasat.

1V/9. Nemi hormonok hatdsa az ioncsatorna proteinek expresszios

mintazatdra

Ioncsatornat alkotd proteinek (a-alegységek) és a masodlagos, szabalyozo
alegységek expresszids szintjeit el0szor a tesztoszteron-kezelt ovarectomizalt ndstény
allatokban ¢s az 0Osztrogén-kezelt orchiectomizalt himekben hatdroztuk meg, ¢€s
hasonlitottunk 6ssze. Amint az a 15. dbra B részén lathatd a vizsgalt ioncsatorna-
fehérjék nagy tobbségének expresszidja nem kiilonbozott szignifikansan a két vizsgalt
csoportban: a Nav1.5 (gyors Na'-dram), az a;c (Icar), HERG, MiRP1 (Ig,), KVLQT1
¢s MinK (Igxs) denzitdsa kozel azonos volt mindkét csoportban. Ezzel szemben
szignifikans kiilonbségeket talaltunk az Ix; és az I, aram létrehozéasaért felelds Kir2.1
(Ix:1 csatorna pérusformalo alegysége) €s a Kv4.3 (az Iy, csatorna egyik porusformald
alegysége) fehérjék expresszidjaban, mindkét fehérje szignifikdnsan nagyobb
denzitast mutatott a tesztoszteron-kezelt kasztralt ndstényekben, mint az 6sztrogén
kezelt kasztralt himekben. A Kv1.4 (az I, masik részért felelds csatorna pdrusformalo
alegysége) expresszids szintje szintén magasabb volt a tesztoszteronnal kezelt,
kasztralt nostény csoportban, ez az emelkedés azonban elmaradt a szignifikans
mértéktdl. Erdekes médon a KChIP2 szintie, ami a legfontosabb regulatorikus
alegysége a tranziens kifelé egyenirdnyito K'-csatornanak (I,,), nem mutatott

kiilonbséget a két vizsgalt csoportban.
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15. abra. loncsatorndk  fehérje-alegységeinek  expresszios mintazata
kasztralt  dllatokban  inverz  hormonszubsztituciot  kovetéen.  (A)
Reprezentativ Western blot eredmények. Hogy minden esetben egyforma
toltést érjiink el, a nitrocelluloz membrant leemésztettiik, és ujrafestettiik
eger Citokrom-C ellenes antitesttel (Cyt-C). (B) A tesztoszteron-kezelt
ovarectomizalt nostényekben és dsztrogén-kezelt orvchiectomizalt himekben
Western blottal meghataroztuk a csatornafehérje-denzitasokat (o-
alegységek és jarulékos proteinek), majd a tesztoszteron-kezelt nostények
értékeit normalizaltuk az osztrogen-kezelt himek értékeire, és szazalékban
fejeztiik ki. Az oszlopok az dtlagokat és a standard hibat jelolik. A (*)
szignifikans kiilonbséget jelenti a 100%-tol, amit a szaggatott vonal jelol.
(C, D) Kv4.3 és Kir2.1 protein relativ denzitasok dsszehasonlitva a normdl
(nem kezelt) him és ndstény, és a tesztoszteron-kezelt ovarectomizalt
nostény és osztrogen-kezelt orchiectomizalt him kutyakkal. Itt, a normal him
csoport atlagos optikai denzitasa onkényesen lett 100%-nak megdllapitva.
A (*) a csoportok kozotti szignifikans kiilonbségeket mutatja.

A vizsgalatok tovabbi részében a Kv4.3 és a Kir2.1 relativ optikai denzitdsait

megvizsgaltuk négy kiilonboz6 csoportban: kontroll (nem kezelt) him és néstény
kutydk, tesztoszteron-kezelt ovarectomizalt nostények és  Osztrogén-kezelt
orchiectomizalt him kutyak (15. abra C és D). Mind a Kir2.1, mind a Kv4.3 proteinek

expresszios szintjei szignifikdnsan magasabbak voltak a tesztoszteron-kezelt kasztralt
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nostényekben ¢€s normal himekben, mint a tesztoszteronnal nem rendelkez6
csoportokban. Mas szdval egyediil a tesztoszteron hatasa volt a donto, fiiggetleniil az

allat aktualis nemétdl vagy az sztrogén jelenlététdl illetve hianyatol.
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V. DISZKUSSZI1O

Annak ellenére, hogy szdmos tanulmany foglalkozik az emlds szivizom
regionalis ¢és transzmuralis heterogenitasaval, mai tudasunk ezen a teriileten
(kiilonosen a human szivizomra vonatkozdan) korantsem nevezhetd teljesnek. Adédik
ez részben a szisztematikus, atfogd elemzések hianyabol (a legtobb kozlemény egy
adott, markansan megfigyelhetd kiilonbség vizsgalatira szoritkozik), masrészt pedig
az egészséges human szivizommintak hozzaférhetoségének nehézségeibdl. Ezen
utobbi hidnyaban nagyon fontos, hogy megfelelé modellt talaljunk a vizsgalatokhoz,
hiszen az orvosbioldgiai kutatdsok végsd célja mégiscsak az ember. Ez a tanulmany
az elsd szisztematikus Osszehasonlitd elemzés az egészséges human szivizom
ioncsatorna-fehérjéinek  regionalis  eloszlasarél, Osszehasonlitva az azonos
kortilmények kozott vizsgalt kutya szivizommintdk eredményeivel. Ezeknek az
expresszios mintdzatoknak a kutya miokardium elektrofizioldgiai sajatsagaival torténd
Osszevetése valaszt adhat arra a kérdésre, hogy mennyiben jarul hozza egy-egy
csatornaalegység expresszidjanak inhomogenitdsa az ionaramok ¢és az akcids

potencial szivizmon beliili, illetve egyedek kozotti variabilitashoz.

V/1. A szivizom regiondlis kiilonbségei

V/1. 1. EPI/MID asszimetria

Szerzdtarsaimmal elsoként irtuk le a markans epikardialis-midmiokardialis
inhomogenitas jelenlétét az iondramban és ioncsatorna-expresszioban kutya és human
miokardium esetében. Az Iy, és az Ixs aram denzitasa nagyobb volt az EPI rétegekben,
mint a midmiokardiumban (kb. 55 és 50%-al), mik6zben nem talaltunk kiilonbséget
az Ik, €s az Ix; aram eloszlasaban. A mi eredményeinkkel elletétben Liu és mtsai. nem
tapasztaltak szignifikdns kiilonbséget a kutya szivizom egyes rétegeinek I,
amplitudoja kozott (1,15 EPI/MID arany) [75]. Az eltérd adatok oka az is lehet, hogy
az epikardialis réteget a szivizom feliiletén kb. 3 mm vastagnak tartjak, a mi kisérleti
technikank pedig lehetdvé tette, hogy 0,5 mm-es szubepikardialis szeletekbol sejteket

izolaljunk. Liu és mtsai. kozleményében nincs adat arra vonatkozdan, hogy milyen
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vastagsagu szeletekbdl dolgoztak, mi azonban nem t6bb mint, 30-40 sejtsorbol
tudtunk sejteket izoldlni, igy sikeriilt kimutatni az EPI/MID I, gradienst. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy valdszinlileg sokkal élesebb az I, transzmuralis
gradiens, mint azt korabban feltételezték volna. Ami az Ikt illeti, eredményeink
hasonloak a mas laboratériumok altal publikalt adatokhoz, tehat magasabb az
epikardium Ik denzitdsa [46, 73]. Az I, és az Ixs magasabb EPI/MID ardnyai
eredményezhetnek az epikardium sejtjein (3.abra), ugyanakkor kérdés, hogy az akcids
potencidl idOtartamaban tapasztalt valtozasok a szivizom rétegein beliil
megmagyarazhatok-e kizardlag az I, ¢és az Ik, asszimetrikus eloszlasaval.
Valészintileg nem. A natriumcsatorna-fehérje (Navl.5) denzitasa csak 49% volt az
epikardidlis sejteken, a midmiokardiumban mérthez képest. Mivel az I, gyors
inaktivacids kinetikdja és az Ixs nagyon lassu aktivacios iddallandéi [123, 128]
csOkkenthetik ezen aramok szerepét a repolarizdcidban, valdszinlinek tlinik, hogy a
kifejezettebb Na'-aram (amit a nagyobb Navl.5 denzitds, a nagyobb V.. és AP
amplitudo jelez) azon komponense, amely a platé fazis alatt is aktiv (nem
inaktival6do, ugynevezett hattér Na'-aram), lehet felelés a midmiokardiumban az ott
tapasztalhatd hosszabb akcids potencialokért.

Mas tanulmanyokhoz hasonléan [46, 73] mi sem tapasztaltunk EPI/MID
kulonbségeket az Ik, &ram amplitudojaban, amikor a megszokott, alacsony stimulalo
ciklushosszt (20 s) hasznaltuk. Ugyanakkor az aram deaktivacids kinetikdja lassabb
volt a midmiokardiumban, ami arra utal, hogy fizioldgias szivfrekvencian az Ik,
erdsebb lehet ebben a rétegben. Ha az Ix, dram nem tud teljes mértékben
deaktivalddni akkor a csatornapopulacio egy része még nyitott allapotban van, amikor
a kovetkezd ingeriilet megérkezik. igy az arammnak egy része akkumulalodik és
erdsebb repolarizaciot hoz 1étre. Ez hozzéajarulhat a 3. osztaly antiarritmias szerek
midmiokardidlis rétegben tapasztalt jelentésebb AP nyujté hatasahoz [104, 111].

A 16. abra A részén a Western blottal meghatarozott EPI/MID csatornafehérje
denzitasok és a hozzajuk tartozd fesziiltség-clamppel mért ionaramok kozotti
Osszefiiggés lathatd a kutya szivizomban. Az 6sszes Ii,-ért felelds csatorna protein
(Kv4.3, Kvl.4 és KchIP2) expresszios szintje szignifikansan magasabb volt az
epikardialis rétegben, mint a midmiokardialisban — ez jol egyezik az elektrofiziologiai
mérések eredményeivel. Ezek koziil az Iy, fehérjék kozil a Kv4.3 denzitasa volt a

legjobban aranyban az Iy, csucsértékeivel. Elso pillantasra ez nem meglepd, hiszen a
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16. dbra. (A) Osszefiiggés a Western blottal meghatdrozott EPI/MID
csatornafehérje denzitasok és a hozzdjuk tartozo fesziiltség clamp meért
iondaramok amplitudoi kozott. [A Nav 1.5 az akcios potencial maximdlis
deolarizacios meredekségenek (Va) a fiiggvényében lett abrazolval. (B) A
human és a kutya miokardium EPI/MID fehérje raciok kozotti dsszefiigges.
A szaggatott vonal meredeksége 1.

Kv4.3 a f6 porusalkotd proteinje az Iy, csatornanak, mind kutydban, mind a human
miokardiumban [3, 37]. Ugyanakkor érdemes megemliteni, hogy Rosati és mtsai. csak
kis mértékli Kv4.3 mRNS expresszios kiilonbséget lattak az epikardium ¢és a
midmiokardium kozott kutya kardialis izomszovetében, €s a nagy transzmuralis I,
gradiens jobban korrelalt a KChIP2 mRNS szintjével [99]. Ennek az ellentmondasnak
az lehet az oka, hogy az mRNS-szintek és a fehérjeexpresszié nem mindig identikusak
egymassal.

Az elektrofizioldgiai mérések soran megallapitott Ix EPI/MID asszimetria
nagyon jo korrelaciét mutatott a porusformald alegység KvLQT1 EPI/MID
eloszlasaval, mivel a KvLQT1 protein denzitasa és az Ik, farokdram amplitiddja
egyforman 50%-al nagyobb volt az epikardiumban, mint a midmiokardialis rétegben.
Ezzel szemben, forditott EPI/MID eloszlast talaltunk a regulatorikus alegység MinK
esetén (a MinK denzitdsa az epikardialis rétegben csak 65% és 71%-a volt a
midmiokardialis rétegben észlelteknél, kutya és human miokardiumban). Mas szdval

az egyenldtlen Ik, eloszlas az EPI/MID rétegek kozott egyediil az asszimetrikus
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KvLQT]1 fehérjének tulajdonithato, €s fiiggetlen a regulatorikus, MinK alegységtol.
Ez egyezik a transzmuralis MinK mRNS expresszi6 asszimetria hidnyaval, amit
Péréon és mtsai. human kardiomiopatids szovetmintakban taldltak [88]. A MinK
azonban nem csak a KvLQT1-el hanem mas a-alegységekkel is eloszeretettel tarsul,
tehat ez a téma tovabbi vizsgalatokat igényel.

A Na'-dram a kutya szivizomzat midmiokardialis rétegében a legkifejezettebb,
¢s igy meredekebb felszalld szarral rendelkezd akcids potencialokat hoz létre, mint
akar az epikardialis vagy az endokardialis rétegben [10, 39, 109, 143]. A mi
vizsgalatunkban 49%-o0s EPI/MID aranyt talaltunk a Navl1.5 fehérje denzitasban, ami
kozel van a kutya szivizmaban Zygmunt és mtsai. altal fesziiltség-clamp kortilmények
kozott mért 59%-os Na'-aram ardnyhoz [143]. Amint az a 16. dbra A paneljén lathato
a Navl.5 fehérjére vonatkoztatott 49%-os EPI/MID arany elég messze van a Viax
79%-0s aranyatdl. Annak ellenére, hogy a Vpax-ot gyakran hasznaljak a
publikacidkban a Na'-konduktancia vagy a Iy, karakterizalasara, a Vi.x €s a Na'-aram
nem linearisan aranylik egymashoz [85, 102]. Ennek a nonlinearitasnak a mértéke vita
targyat képezi, de pl. 50%-o0s Na'-konduktancia csokkenés csak kozel 20%-0S Vpax

csokkenést fog okozni [85], ami egybevag a mi eredményeinkkel.

V/1. 2. APEX/BASE inhomogenitas

Kisérleteinkben leirtuk a markans iondaram és ioncsatorna-expresszio
inhomogenitast a kutya és a human szivizom apikalis és bazalis részein. A emlds
akcids potencidl repolarizacidjaért legnagyobb mértékben felelos Iy, és Igs aram
denzitasait kozel kétszer nagyobbnak talaltuk a sziv cstcsi részén, mint a bazison, ami
magyarazatot ad a rovidebb apikalis akcids potencialokra.

Az I, aram létrehozasaért felelos csatornafehérjék koziil a Kvl.4 és a KChIP2
protein expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt a bazalis teriileteken, mint a
csucson. Ez az eredmény egybevag az Iy, apikalis dominancidjaval; ugyanakkor ne
felejtsiik el, hogy a Kv4.3 a f6 porusformald Iy, csatorna alegység mind kutya mind a
human kamrai szivizomban [3, 37]. Tehat a Kv4.3 expresszidjaban tapasztalt kis
mértékli apiko-bazalis inhomogenitds nem magyardzza az aramdenzitds jelentds
kiilonbségeit a szivizom kiilonbozd terliletei kozott. Mivel a szabalyozd KChIP2

alegységrol ismert, hogy mind a kutya, mind a human szivizomban tarsul a Kv4.3
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alegységgel, €s a két alegység kozos expresszidja megnoveli az Iy, amplituddjat [33,
34], feltételezhetjiik, hogy a KChIP2 fehérje magasabb apikalis expresszioja felelds az
erésebb csucsi li,-ért. Erre a kdvetkeztetésre jutottak Rosati és mtsai. is, amikor a mar
fentebb emlitett epi-endokardialis transzmuralis differencidkat vizsgaltak [99]. Tehat
inkdbb a KChIP2 expresszidja okozza az I, amplitiddbeli kiillonbségeket és nem a
Kv4.3. Egy masik kozvetett bizonyitékot szolgaltat erre Yu és munkacsoportja amikor
leirjak, hogy az angiotenzin II és losartan megvaltoztatta az I, amplitidojat és
kinetikai paramétereit anélkiill hogy a Kv4.3 vagy a Kvl.4 alegységek relativ
expresszidjat érdemben megvaltoztatnd [141]. Habar az I, inaktivaciobdl vald
visszatérését nem vizsgaltuk, a Kvl.4 alegység (mivel az alegység ismert mdédon
megvaltoztatja a csatorna aktivacios kinetikajat) csokkent bazalis expresszidja
felgyorsult aram-reaktivaciot feltételez.

Az elektrofiziologiai mddszerekkel meghatarozott apiko-bazalis Ik asszimetriat
alatdmasztjak a human és kutya mintdkon végzett Western blot eredmények, ugyanis
mind a KvLQTI, mind a MinK (az Igst létrehozd csatorna fehérjék) szintje
szignifikdnsan magasabb volt az apikalis tertileteken, mint a bazalisokon. Az aram
lassu aktivacios kinetikdja miatt az I repolarizécioban valo szerepét az utdbbi idében
tobben megkérddjelezték [123, 128], masok megerositették [84]. Az Iks aktivacioja
44%-al gyorsabb volt a cstcsi teriileteken, mint a bazison, ami arra utal, hogy ezen
aram aktivacioja felgyorsithatja a repolarizacidt, vagy legaldbbis jobban erdsitheti a
repolarizacids rezervet az apikalis szivizomsejtekben.

Annak ellenére, hogy sem az Ik, aramdenzitasokban, sem a HERG és a MiRP1
proteinek expresszidjaban nem talaltunk szignifikans apiko-bazalis kiillonbséget, az Ik,
aktivacidja lassabb volt a csucsi teriileteken, mint a bazison. Ezt a relativ ny(jté hatast
az apikalis sejtekben azonban ugy tiinik kompenzalja az Ik és az Iy, erteljesebb AP

roviditd hatasa.

V/1. 3. Jelent6ség és a vizsgalatok korlatai

Egészséges human szivizomra vonatkozé relevans elektrofizioldgiai adatok
hianyaban egyediil a Western blot eredményeket tudjuk 6sszehasonlitani a kutyaban
kapott  eredményekkel. @~ A  kutya és  humdn  mintdkban  kapott

epikardidlis/midmiokardialis fehérje aranyok kozotti osszefiiggés lathato a 16. abra B
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részén. Altaldnossagban elmondhaté, hogy az EPI/MID inhomogentiis nagyon
hasonld volt a két fajban, kivételt csak a HERG protein eloszlasa képez. Kutyaban
nem talaltunk eltérést a két miokardialis rétegben a HERG csatorna eloszlasat illetden,
mig a human mintdkban az EPI/MID arany 1,49 volt. A kilénbség okara
magyarazatot adni nem tudunk, human mintdkon végzett elektrofizioldgiai mérésekre
lenne sziikség, hogy felfedjiik ennek az okat. Az apiko-bazalis asszimetriat illetden is
nagyon hasonld a kutya és a huméan miokardium, habar kvantitativ kiilonbségeket
fedezhetiink fel a KChIP2, a MinK és a Kv1.4 fehérjék expresszids szintjeiben.

Vizsgalatainknak két kiilonboz6 tipusu lehetséges korlatjat emliteném meg.
El0szor is, amikor adott ioncsatornan folyo aramokat mériink kutya szivizomsejteken,
az alkalmazott gatlészerek (pl. 5 uM Nifedipine vagy 3 mM 4-aminopyridine) nem
biztos, hogy teljes mértékben gatoljak a tobbi, nem a vizsgalt csatornan folyo (pl. a
Ici, Ik aTp) dramot. Mivel azonban az igy fennmaradé ,,szennyezd” aramok az Osszes
vizsgalt szivizomsejt csoportban jelen vannak és ha feltételezziik hogy regiondlis
kuilonbségeket nem mutatnak, a vizsgalt apiko/bazalis és EPI/MID kiilonbségeket nem
feltétleniil torzitja el az inkomplett iondram gatlds. Masodsorban a kamrai
repolarizacidban részt vevd ioncsatorna tobb alegységbdl 4ll, mint amit jelen
munkéban meg tudtunk vizsgélni, mert a piacon nem érhetd el az Osszes alegység
elleni antitest. Raadasul némely K'-csatorna szabalyozé alegységrél (mint pl. a
MIRPI1 vagy a MinK) az utobbi iddben irtdk le, hogy kiillonb6z6 a-alegységekkel is
kombinalédhatnak. Ezek eltorzithatjdk eredményeinket, igy azokat megfeleld
ovatossaggal kell kezelni.

Eredményeink alapjan a kutya szivizom megfeleld modell lehet a human sziv
elektromos inhomogenitasanak tanulméanyozasara, de csak korlatozottan. Ugyanakkor
az irodalomban talalhat6 nagy fajok kozotti kiilonbségeket figyelembe véve, amelyek
az apiko/bazalis €s az epikardialis/midmiokardialis gradiensekre vonatkoznak a kutya
kamrai miokardium, a fennallé kvantitativ kiilonbségek ellenére még mindig a
humanhoz leginkdbb hasonlit6 modellnek szamit. A tanulmdnyban bemutatott
repolarizacidés inhomogenitds a patologias esetben megnovekedett elektromos
diszperzi6 miatt a szivritmuszavarok fokozott eléforduldsdhoz vezethet, vagy az
antiarritmias szerek hatdsanak moddosuldsat okozhatja [13, 26]. Jelen eredmények
nagyban hozzajarulhatnak alapvetd ismereteink bdvitéséhez a szivritmuszavarok
kialakulasanak mechanizmusarél, és segithetnek hatékonyabb é&s ¢ésszerlibb

antiarritmias terapiak kifejlesztésében.
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V/2. Nemi hormonok és kardialis ioncsatornak

Vizsgalataink soran megvizsgaltuk a legfontosabb emlés nemi hormonok, a
tesztoszteron €s az Osztrogén hatdsait az emlds kamrai szivizom elektrofizioldgiai
paramétereire €s ioncsatorna eloszldsara. A két hormonnak azonos hatasa volt a
szivfrekvenciara és a pitvar-kamrai vezetési idore. Mind a szivfrekvencia, mind az
atrioventrikuldris csomo vezetési sebessége emelkedett az 6sztrogén és tesztoszteron
kezelés hatasara, mig a szexudlszteroidok hidnyanak (kasztracio) ellentétes hatasa
volt. Izgalmas eredmény lenne, ha kideriilne, hogy mindkét hormonnak azonos,
kozvetlen hatdsa van mind a szinusz-, mind az AV-csomora, ugyanakkor az autoném
idegrendszer nemihormon-fiiggd valtozasait sem lehet kizarni, igy ezek a hormonok
kozvetett modon is befolyasolhatjak az ingerképzd szovetek elektromos aktivitasat.

Vizsgalataink legérdekesebb eredménye annak kimutatasa, hogy a kutya kamrai
izomszovet — az ingerképzd szovettel ellentétben — mashogy reagal a tesztoszteronra,
mint az Osztrogénre: a tesztoszteron felgyorsitotta a kamrai repolarizéciot,
lecsokentette a Dofetilide-indukalt repolarizacié nyulast, és mindkét nemben
lecsokentette a szivizom elektromos diszperziojat, mikdzben az Osztrogénnek nem
volt hatasa ezekre a paraméterekre. Eredményeink j6 6sszhangban vannak a human
EKG tanulmanyokkal [17, 95], ami ujfent arra utal, hogy a kutya modell alkalmas a
nemi hormonok szivre gyakorolt hatdsdnak vizsgélatara, tovabba human szivizomra is
relevans kovetkeztetéseket vonhatunk le az eredményekbdl.

Mivel sem a ndstény kutyak kasztralasa, sem a kasztralt him kutyak 6sztrogén
kezelése nem okozott szignifikans valtozast a kamrai repolarizacié sebességében,
feltételezhetd, hogy az inverz hormonszubsztitualt kutyak ioncsatorna-
expressziojaban tapasztalt kiilonbségeket kizardlag a tesztoszteron jelenléte vagy
hianya okozta. Ezt a kovetkeztetésiinket az a kisérlet is alatdmasztja, amelynek
eredményeit a 15. abra C és D részén mutattam be, amikor a Kv4.3 és a Kir2.1
csatornafehérjék expressziojat nemcsak a kasztralt és inverz hormonkezelt allatok
csoportjai kozott, hanem kezeletlen kutyak csoportjaiban is Osszehasonlitottuk. A
kezeletlen kutydk Osszehasonlitdsa megmutatta ezen csatorna alegységek magasabb
expresszios szintjét a kontroll him allatokban a normal néstényekhez képest. Ez az
eredmény nehezen egyeztethetd 6ssze a kontroll koriilmények kozott regisztralt QT-

¢s QTc-intervallumokkal, amelyek gyakorlatilag megegyeztek a kontroll allapotban.
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Ugyanakkor az feltételezhetd, hogy a nemek kozotti kiilonbségek mas, olyan altalunk
nem vizsgalt csatorna alegységeket is érinthetnek, amelyek kompenzéalhatjdk a him
allatokban taldlt magasabb K'-csatorna stirtiséget. Ennek eldontésére tovabbi
tanulmanyok sziikségesek.

Amint azt fentebb is emlitettiik, a tesztoszteron kezelés fokozta két K'-
csatornafehérje (Kir2.1 és Kv4.3) kifejez0dését, amelyek az Ix; és az I, aram
kialakitasaért felelosek. Az Ik, felelos az AP termindlis repolarizacidjaért, igy az AP
hosszanak  szabalyozdsdban kiemelt szerepe van, tehat amplitidojanak
megnovekedése szerepet jatszhat a tesztoszteron altal létrehozott QT- és QTc-
intervallumok lerovidiilésében. Habar az I, kutya kamrai szivizomsejtek
repolarizacidjaban betoltott szerepét megkérdojelezik [116], mindkét aram hozzéjarul
a repolarizacios rezerv kialakitisdhoz [96]. Igy tehat meglepé modon az Ik, és az I,
megnovekedett expresszidja szerepet jatszik a tesztoszteronnal kezelt szivizom
csokkent Dofetilide-érzékenységében — annak ellenére, hogy az Ik, dramot létrehozé
HERG csatornafehérjék (amelyet a Dofetilide gatol) siirisége nem valtozik. Mindezek
ellenére a tobbi, altalunk nem vizsgalt K'-csatorna alegység (pl. a Kv3.4 vagy a
Kv1.7) szerepét sem lehet kizarni. A két kasztralt, majd inverz hormonkezelt
csoportban nem taldltunk denzitasbeli kiilonbséget a Nav1.5 csatorna (mely a gyors
fesziiltségfiiggd Na'-aram létrehozasaért felelés) expresszios szintjében, ami
egybevag azzal az eredményiinkkel, hogy az intraventrikularis vezetési sebesség nem
figg a gonadalis hormonszintektol.

Erdemes megemliteni, hogy a tesztoszteron kezelés altal indukalt Kv4.3
csatorna fokozott expressziojat nem kovette a KChIP2 fehérje expressziojanak az
emelkedése, amely pedig az I, legfontosabb szabalyozo alegysége. Ha a tesztoszteron

szelektiven tudja fokozni a Kv4.3 szintjét, akkor az is feltételezhetd, hogy a

crer

crer

egyarant megfigyeltek kutya és human szivelégtelenségben, egyenesen
kovetkeztethetiink arra, hogy a szivelégtelen betegekben a Kv4.3 csatorna
downreguléciojat a csokkent tesztoszteron koncentracié okozhatja.

A szexudlszteroidok kamrai repolarizacidra és az azt létrehozd ioncsatornak
expressziojara gyakorolt hatdsa nagymértékii fajfiiggdséget mutat. Példaul patkdnyban
a nemi hormonoknak nincs hatdsa sem az akcidés potencial alakjara, sem az

iondramokra (I, Iy, és Ica) [65], ugyanakkor him egér kasztracidja (tesztoszteronszint
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csokkenése) az akcios potencial megnyulasat €s a repolarizacios rezerv lecsokkenését
okozta. Liu és mtsai. hasonld kisérletet hajtottak végre nytlon, mint mi: két hétig
tesztoszteronnal kezelték a kasztralt allatokat, ezek utan a tesztoszteron hatasara
akcids potencial rovidiilést tapasztaltak, és a kinidin-indukalt akciés potencial nyulas
lecsokkent [76]. Ugyanakkor a tesztoszteron hatdasmechanizmusa kiilonbozik a két
fajban, a nyul szivizomsejtekben az Ik, és az Ik, feler6sodése volt tapasztalhato,
mikozben kutydban mi az I, és az Ix; megnovekedését talaltuk. Ellentmondésos
adatokat taldlunk az irodalomban a nemi hormonok egyéb hatasairdl is a nyul
szivizomban. Az osztrogén és a tesztoszteron is képes volt kiilonbozé K'-
csatornafehérjék mRNS-szintjét lecsokkenteni ovarectomizalt ndstény nyulakban
[38], ami arra utal, hogy mindkét hormon erdsen befolyasolja a nyul kamrai
szivizomsejtek elektromos aktivitasat [49]. A nemi hormonok hatdsan kiviil a
genotipusos nem is befolyasolta a kamrai repolarizaciot ebben a fajban [91]. Ezekbdl
az adatokbol arra a végkovetkeztetésre juthatunk, hogy tobb emlds faj (koztik a
kutya, a nyul és az egér) szivizomsejtjeiben a tesztoszteron megndvelhet bizonyos K-
aramokat, ami a repolarizacids rezerv novekedését vonja maga utan, amit Dofetiliddel
végzett kisérleteinkben ki is mutattunk. A repolarizacids rezerv megnovekedése
jelentés védelmet biztosithat bizonyos torsade de pointes arritmiara hajlamosité K'-

csatorna blokkold gyogyszerek hatasaival szemben.

V/2. 1. Jelentoség és az EKG vizsgalatok korlatai

Mivel nincs relevans informacié arra vonakozodan, hogyan hat az 6sztrogén és a
tesztoszteron az egészséges human szivizom ioncsatorndin, a mi Western blot
eredményeinket nem tudjuk kozvetleniil 6sszehasonlitani human adatokkal. A kutya
¢s a human szivizomsejt cellularis elektrofizioldgiai hasonldsagai, és a human EKG
adatokkal val6 jo egyezés alapjan azonban nagy biztonsaggal kijelenthetjiik, hogy a
kutya jo modell a nemi hormonok hatasanak tanulmanyozéasara. Ugyanakkor ennek a
modellnek is vannak korlatai. A legszembetlinobb kiilonbség a kutya és az ember
nemi mikodése kozott az az emberben tapasztalhaté 28 napos menstruacios ciklus a
kutya andsztruszdhoz képest [125], amikor a ndstény allatokban gyakran az ECLIA
kit detekcios hataranal (18,4 pmol 1’1) alacsonyabb 0sztrogén szinteket taldlunk. Tehat

a kezeletlen kutydk nem reprezentaljak tokéletesen az emberben nemtdl fliggden
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kialakulé kiilonbségeket, mégis — foleg kasztracid utdn — a kutya modell adja a

legjobb megkozelitést a szexualszteroidok hatdsmechanizmusanak vizsgélatahoz.

V/3. Konkluzio

Munkank soran azt vizsgaltuk, hogy az emlds szivizmon beliili, illetve
ugyanazon faj egyedei kozotti elektrofiziologiai inhomogenitds magyarazhaté-e az
ioncsatorndk expresszidjaban megfigyelhetd kiilonbségekkel. A szivizmon beliili
inhomogenitas vizsgalatakor a tranziens kifelé iranyuld kaliumaram (Ii,) és a késoi
tipusi kaliumaram lasst komponense (Ixs) jO korrelaciét mutatott az aramokat
l1étrehozd ioncsatorna-proteinek expressziojaval. Elektrofiziologiai modszerekkel nem
talaltunk kiilonbséget a szivizom kiilonbo6zd teriiletei kozott az L-tipust kalciuméaram
(Ica), @ befelé egyeniranyitd kaliumaram (Ix;) €s a késoi tipusu kaliumaram gyors
komponensének (Ix;) paramétereiben, amely adatok jol korreldlnak az ioncsatorna
expresszios szintekkel, ahol szintén nem talaltunk kiilonbséget a szivizom egyes
teriiletei kozott. A nemek kozotti inhomogenitas vizsgalatakor a talalt repolarizacids
kulonbségek jol korrelaltak az I, és Ik; ioncsatorna-fehérjék valtozasaival, és
visszavezethetok a tesztoszteron hatasaira.

Az eml6s szivizomszovet nem homogén, mint azt kordbban feltételezték.
Valojaban sok eltérést tudunk felfedezni az akcids potencidl morfoldgidjaban, az
ionaramok amplitidoiban, kinetikai sajatsagaiban ¢s az ioncsatorna-fehérjék
eloszlasdban mind a szivizom rétegein beliil, mind a szivizom kiilonb6z6 teriiletei
kozott és kiilonbozé nemili egyedek kozott is. A kiilonbségek élettani jelentdsége
egyrészt az EKG-regisztratum repolarizacios hullamainak 1étrehozésa, aminek nagy
diagnosztikai  jelentésége van. Az inhomogenitds Iehetséges patologias
kovetkezménye a farmakologiai behatasokra adott valtozatos valasz, amelyek pl. az
antiarritmids szerek esetében proarritmias hatast eredményezhetnek. Erthetd tehat,
hogy minél tobbet tudunk a szivizom inhomogenitasarol, annal hatékonyabb és
biztonsagosabb gyogyszeres beavatkozasokat tudunk tervezni és alkalmazni a

szivbetegségben szenvedo betegeknél.
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OSSZEFOGLALAS

Célunk az egyes ionaramok, ¢s az azokért felelds csatornafehérjék eloszlasanak
vizsgalata volt kutya és human kamrai szivizom epikardialis (EPI) és midmiokardialis
(MID) rétegeiben, illetve az apikalis (APEX) és bazalis (BASE) régioiban.
Osszehasonlitottuk a kutya és humdn sejteken elektrofiziologiai és immun-
hisztokémiai modszerekkel kapott eredményeket. Ezen kiviil a tesztoszteron és
Osztrogén hatasat vizsgaltuk az EKG paraméterekre és a szivizom ioncsatorna
expressziojara him és ndstény kutyakban.

Vizsgalatainkhoz konvencionalis mikroelektrodatechnikat, egészsejt patch-
clamp és Western blot mddszert hasznaltunk. Az EKG vizsgalatokat altatott him és
nostény kutydkon végeztilk kasztracid eldtt, utdn és inverz hormonszubsztiticiot
kovetden.

Eredményeink alapjan az akcidés potencial id6tartama rovidebb, a korai
repolarizacié amplitidoja pedig nagyobb volt az APEX és az EPI eredetii kutya
kamrai sejteken, mint a BASE és a MID sejteken. Az akcidos potencial egyéb
paramétereiben ill. a sejtek kapacitasaban nem volt szignifikans kiillonbség.

Fesziiltség-clamp koriilmények kozott vizsgalva a tranziens kifelé iranyulé K -
aram (I,) és a késéi egyeniranyité K -aram lassu komponensének (Ixs) amplitudoja
APEX és EPI sejteken kozel kétszer nagyobbnak adddott, mint a BASE és MID
sejteken. Nem talaltunk viszont szignifikans kiilonbségeket a tobbi vizsgalt ionaram
(Ikr, Ik1, Ica) amplitaddjaban és kinetikai paramétereiben. Az immunhisztokémiai
vizsgalatok eredményei — az ionarammérések adataival teljes 6sszhangban — csak az
Iy és Igs aramokért felelds csatornafehérjék esetében mutattak intenzivebb apikalis
expressziot: a Kvl.4, KChIP2, KvLQT1 és MinK alegységek denzitasa apikalisan
nagyobbnak bizonyult, mint bazalisan. Az EPI mintdk esetében a Kv4.3, a Kv1.4, a
KChIP2 és a KvLQT1 proteineknek az expresszidja volt magasabb a MID sejtekhez
képest. Hasonlo6 ioncsatorna expresszids mintazatot kaptunk a humén szivizom mintak
esetében is, mint amit kutya mintakban észleltiink, kisebb mennyiségi kiilonbségeket
leszamitva.

A nemi kiilonbségek vizsgalatakor a szivfrekvencia csokkent, a pitvar-kamrai
atvezetési idok pedig emelkedtek kasztracid hatasara mindkét nemben, mikdzben az

invery hormonszubsztitucié visszaallitotta az eredeti értékeket. Orchiectomia
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szignifikansan emelte a QT- és QTc-id6t és a QTc-diszperziot, mikdzben a kasztralt
nostények tesztoszteron kezelése ellentétes hatasu volt. Az Ik, és Iy, aramokért felelos
ioncsatorna-fehérjék (Kir2.1 és Kv4.3) expresszidja magasabb volt a normalis him ¢és
a tesztoszteron-kezelt kasztralt nostény egyedekben. A tesztoszteron szignifikansan
befolyasolta, 6sztrogén viszont nem hatott a kutya kamrai szivizom repolarizacidjara,
nemtél fliggetleniil. Ez a hatds valésziniileg a K'-csatornafehérjék expresszidjanak
fokozasan keresztiil valosul meg.

A kutya és human kamrai szivizomban talalt regionalis és nemi eltérések mind a
diszperzio, mind pedig a gydgyszerhatasok szempontjabol figyelmet érdemelnek.
Vizsgalataink alapjan a humdn szivizom regionalis elektromos inhomogenitdsanak

vizsgalatara a kutyaszivbol izolalt szivizomsejtek a legmegfelelobbek.

Kulcsszavak:
szivelektrofiziolégia, ioncsatorna, ionaram, akcios potencial, regionalis

inhomogenitas, elektrokardiogramm, szexualszteroid
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SUMMARY

The aim of our study was to examine the distribution of ionic currents and the
concordant channel proteins in the apical (APEX) and basal (BASE) region and the
epicardial (EPI) and midmiocardial (MID) layers of the human and canine ventricular
myocardium. We compared the data obtained using human and canine cardiac tissue
and opposed the electrophysiological and the immunhistological measurements as
well. We also examined the effects of testosterone and estrogen on the ECG
parameters and on the expression of cardiac ion channels in male and female dogs.

Conventional microelectrode whole-cell voltage clamp and Western blot
technique were used on isolated cardiomyocytes. ECG records were taken from male
and female anaesthetized dogs before and after castration, and following inverted
hormone substitution.

We found that the duration of the action potential was shorter, the amplitude of
the early repolarisation was larger on cells isolated from the APEX and EPI region of
the ventricle compared to those of the BASE and MID region. There was no
difference on the other parameters of the action potential or on the capacity of the
cells.

During voltage-clamp measurements the amplitude of the transient outward
potassium current (I,) and the slow component of the delayed rectifier potassium
current (Ixs) were approximately twice as large on APEX and EPI cells than on BASE
and MID ones. The amplitude and kinetic properties of the other examined ionic
currents (Ixy, Ixi, Ica) were similar in cells from all examined origins. The results of
the immunhistochemical experiments - consistent with the data of the current
measurements - showed more intense apical expression only in the channel proteins of
the Ii, and Iks: the density of the Kv1.4, KChIP2, KvLQT1 and MinK were higher in
apical than in basal samples of canine hearts. During the transmural comparison, only
the Kv4.3, Kv1.4, KChIP2 and KvLQT1 proteins had higher expression level in the
EPI region than in the MID one. We found similar ion channel protein expression
pattern in the human samples than in the canine ones.

During the sexual difference investigation we found that heart rate was
decreased and PQ interval increased by castration in both genders, while inverted

hormonal substitution restored control values. Orchiectomy significantly increased the
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duration of QT and QTc intervals, QTc-dispersion, while testosterone treatment of
castrated females had opposite effects. Expression of ion channel proteins responsible
for mediation of Ix; and I, currents (Kir2.1 and Kv4.3, respectively), was higher in
normal males and in the testosterone-treated castrated females. Repolarization of
canine ventricular myocardium is significantly modified by testosterone. This effect is
likely due to augmentation of expression of K'-channel proteins.

The regional and sexual differences found in the canine and human ventricular
myocardium are remarkable regarding both dispersion and drug effects. Isolated
canine vetricular myocytes are appropriate for the study of the electrical inhomogenity

of the human myocardium.

Keywords:
cardiac electrophysiology, ionchannel, ionic current, action potential, regional

inhomogenity, electrocardiogramm, sexual steroid
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