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1. ALKALMAZOTT ROVIDITESEK JEGYZEKE

4-AP
9-AC
APD
APD2o
APDsg
APDgo
BSA
cAMP
CFTR
CICR
CaMKIlI
DAD
DAPI
DIDS
DPC
Eci
FFA
lo-ac
lcaL
lcica)
Ipips
Ika

Ikr

Iks

|Kur

4-aminopiridin

antracén-9-karboxilsav

akcios potencial id6tartam (action potential duration)
20 %-os repolarizacidhoz tartoz6 APD

50 %-os repolarizacidhoz tartoz6 APD

90 %-os repolarizaciohoz tartozo APD

borju szérum albumin

ciklikus adenozin monofoszfat

cystas fibrosis transzmembran konduktancia regulator
Ca?* indukalt Ca?" felszabadulas (Ca?* induced Ca?* release)
Ca?*-calmodulin protein kinaz

késoi utddepolarizacio (delayed afterdepolarization)

4' 6-diamidino-2-fenilindol
4,4’-diisotiocianostilbén-2,2’-diszulfonsav
difenilamin-2-karboxilat

Cl™ egyensulyi, masnéven equilibrium potencial
flufenaminsav

9-AC szenzitiv aram

L-tipusa Ca?* 4ram

Ca?*-fiiggd CI™ 4ram

DIDS szenzitiv aram

befelé egyeniranyitd K*-aram (inward rectifier K*-aram)
késdi egyeniranyito K*-aram gyors komponense (rapid)
kés6i egyeniranyito K*-aram lassit komponense (slow)

késdi egyeniranyito K -aram ultragyors komponense (ultra rapid)



INa
Incx
lto1

lto2
NCX
NFA
NPBB
PBS
plateauso
PKA
SITS
TEACI

Vmax

Na* dram

Na*/Ca®* ioncserélé (Na*/Ca?* exchanger) dram

tranziens kifelé iranyuld 4-AP-szenzitiv K* 4ram (tranzient outward)
tranziens kifelé iranyuld, 4-AP-inszenzitiv Cl™ aram

Na*/Ca®* joncserélé (Na*/Ca2* exchanger)

nifluminsav

5-nitro-2-(3-fenilpropril-amino) benzoesav

foszfat pufferelt sboldat (phosphate buffered saline)
plateaupotencial, az APDgo felénél mérheté membranpotencial
protein kinaz-A
4-acetamido-4’-isotiocianostilbén-2,2’-diszulfonsav
tetraetilammonium-klorid

depolarizacio maximalis sebessége



2. BEVEZETES

Nemzetkozi statisztikdk szerint 1000 emberbdl 53 ember szenved valamilyen
szivritmuszavarban. Ezen betegségcsoport Magyarorszagon koriilbeliil 500000 embert érint.
[1]. A ritmuszavarok jelentds halaloki tényez6k nemcsak hazankban, hanem mas eurdpai
orszagban is. A hirtelen szivhalal 50-100 esetben fordul el6 100000 foére szamitva a kiilonféle
statisztikak alapjan [2]. A szivritmuszavarok kialakulasanak hatterében a myocytak elektromos
aktivitasanak koros miikodése all, melynek soran megvaltozik az akcios potencial morfologiaja
vagy egyes ioncsatornak aktivitasa tér el a normalistol [3], [4]. A koéros milkodés az

ingertiletképzés, az ingeriiletvezetés, vagy mindkét funkcid karosodasat idézi el6 [5].

Az arrhythmidk kezelésére kiilonboz6 tamadaspontu  gyodgyszermolekulak — allnak
rendelkezésre. Ezek tobbsége a transzmembran ioncsatorndkon atfolyd ionaramok
befolyasolasaval fejti ki hatasat, és ezaltal megvaltoztatja a sejtek repolarizacidjanak
folyamatat, a refrakter periodust vagy az ingeriiletvezetés sebességét. Az arrhythmidk
kezelésére hasznalt gyogyszerek azonban maguk is arrhythmogén (proarrhythmias) hatassal

rendelkeznek.

Annak ellenére, hogy a kation csatornakat modulaldé szereket régota alkalmazzak a
szivritmuszavarok kezelésében, a betegek tulélése szempontjabol ezek a szerek csak
mérsékelten hatékonyak. Szamos esetben szamoltak be proarrhytmias hatasukrol, ezért
alkalmazasuk nagy odafigyelést igényel. Ezen nem kivant hatasuk miatt igény van 1j terapias
lehetéségek keresésére az arrhythmidk kezelésében. A szivizomsejtek Ca?'-fiiggd CI
csatornainak szerepe, jelentésége az akcios potencial kialakitasaban nem vagy csak alig ismert.
Néhany korabbi tanulmanyban mar vizsgaltak a ClI™ aram szerepét a késéi utoédepolarizacio
Kialakulasaban és felvetették az ionaram lehetséges szerepét a ritmuszavarok kivaltasaban.
Ezért a CI™ aram akcios potencial kialakitasaban betoltott szerepének tisztazasa lehetdséget

teremthet 1j antiarrhythmias gyogyszermolekulak fejlesztésére [6].



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A kamrai szivizomsejtek akciés potencialja és annak fazisai

A szivizomsejtek akcioés potencidlja a plazmamembran fesziiltségfiiggd ioncsatornainak
egymas utani megnyilasanak kovetkezménye [6]. A szivizomsejtek kétféle akcids potencialjat
kiilonboztetjiik meg, a pacemaker sejtek nodalis, lasst akcios potencialjat, és a munkaizomzat
gyors akcios potencialjat. A munkaizomsejtek akcids potencialja kiilonbozik az egyéb
ingerlékeny sejtek akcids potencialjatol, hiszen kifejezett plateau fazissal rendelkezik, mely az
inward és outward aramok finom egyenstlyanak a kovetkezménye. A kamrai myocytak akcios

potencialjat 6t fazisra osztjuk, melyet 0-t6l 4-ig sorszamozunk.
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1. abra A kamrai szivizomsejt akcids potencialja és a kialakitasaban szereplé fontosabb
ionaramok

Az ébra fels6 részén a szamok az akcids potencial fazisait jelzik. Alatta az akcids potencialt
l1étrehozo iondramok latszanak. A lefelé iranyuld kitérések az inward aramot, a felfelé iranyuld
kitérések az outward aramok. Ina: gyors natriumaram; Icar: L-tipusu kalciumaram; Incx:
natrium-kalcium cseredram; lio: tranziens kifelé irdnyuld aram; Ik, lks: késOi egyeniranyitd
kaliumaram gyors €s lassu komponense; Iki: befelé egyeniranyitoé kaliumaram

Dirk J. Snyders: Structure and function of cardiac potassium channels. Cardiovascular Research
42 (1999) 377-390. Modositva



Az akcios potencial nulladik fazisaban a fesziiltségfiiggd gyors Na* csatornak aktivalodnak.
Aktivaciojuk a membranpotencial aktualis értékét a Na* egyensilyi potencialja felé mozditja,
ezaltal a membran depolarizalddik, €s 1étrehozza az akcids potencidl felszallo szarat. A gyors
Na*-aram (Ina) hamar inaktivalodik, és ismételten aktivalhaté allapotba csak a repolarizacié

utan kertl.

Az akcids potencial nulladik fazisdnak depolarizacidja tovabbi fesziiltségfiiggd iondramok
aktivalodasat okozza. Az akcios potencial csucsat egy korai repolarizacios (elsé fazis) koveti,
mely egyrészt a Ina inaktivalodasa miatt, masrészt kifelé iranyuld aram (lo) aktivalodasa

kovetkeztében jon 1étre.

Az 1980-as évekig elfogadott volt, hogy a tranziens kifelé iranyuld aram 4-aminopiridinre
(4-AP) érzékeny K*-aram. Ekkor felvet6dott, hogy ezen K™ aramkomponens mellett, Purkinje
rostokban jelen van egy 4-AP inszenzitiv, Ca?*-aktivalt &ramkomponens is [7]. Hoffman és
Tseng 1989-ben irtak le a 4-AP rezisztens Ca®*-fiiggd aramot kutya munkaizomsejteken, melyet
lto2-nek neveztek el [8]. Zygmunt és munkatarsa nyal kamrai izomsejteken is azonositottak az

aramot, és bizonyitottak, hogy ez a komponens CI™ aram [9].

Az akcids potencidl masodik (plateau) fazisaért az L-tipusa Ca®* aram (IcaL) és a szintén
depolarizald aramként jelenlévd Ina kés6i komponense, valamint az dket ellensulyozd késoi

egyeniranyito K dramok feleldsek.

Az akcios potencial harmadik fazisaban kezd6dik meg a repolarizacio folyamata, mely az
akcios potenciadl negyedik fazisara allitja vissza a membranpotencialt nyugalmi értékre.
A repolarizacidért elsésorban a kés6éi egyeniranyitdé K'-aramok (lk) és a nyugalmi
membranpotencidl fenntartasaért felelés befelé egyeniranyitd kaliumaram (Iki) feleldsek.
Emlés fajokban az Ik harom komponensét kiilonithetjiik el, a lassu (Iks), a gyors (lkr) és az
ultragyors (lkur) komponenst [10], [11], [12]. Az aramkomponensek neviiket aktivacios
kinetikai sajatsaguk alapjan kaptak: az Iks (lassu komponens) lassan aktivalodik, de gyorsan
deaktivalodik. Fiziologias akciés potencial id6étartamoknal (200-300 ms)  szerepe
elhanyagolhat6, viszont olyan esetekben, amikor az akcids potencial megnyulik vagy a
szimpatikus tonus fokozodik, az aram aktivacioja megné. Az lkr (gyors komponens) viszonylag
gyors aktivacio utan nagyon gyorsan inaktivalodik, viszont az inaktivaciobol valo visszatérése
gyorsabb, mint a csatorna zarddasa, ezért az aram reaktivalodik. Fiziologias akcids potencial

idotartamnal a f6 repolarizalé aramnak tekinthet6. Az ultragyors komponens (Ikur) pedig az lxr-



nél is gyorsabb aktivacios kinetikaval rendelkezik. Az Ikur kutya kamrai szivizomszovetben

nem talalhaté meg, a pitvari akcios potencial kialakitasahoz jarul hozza.

Az akcids potencial soran, a felszini membran alatti térrész megvaltozott ionegyensulyanak
visszaallitasat, azaz a Na* és a Ca®" sejtbdl vald kijuttatasat és a K* sejtbe valo juttatasat
kiilonb6z6 cseremechanizmusok és aktiv pumpak végzik. Ezek koziil kiemelkedd jelentségii
az elektrogén Na*/Ca?" ioncserélé mechanizmus (NCX), mely harom Na*/egy Ca?* ellentétes
irdnyu transzportalasat végzi. Az ioncseréld miikkodésének iranya a membran két oldalan
talalhatd ionok koncentraciojatol, a Na* és Ca?" egyensulyi potencialjatol és a
membranpotencial aktualis értékétdl fligg. Ennek megfelelden az NCX dram lehet inward és
outward iranya. Az NCX mellett a Na*/K*-ATP-4z és Ca®**-ATP-4z is segiti a sejt eredeti
ionmegoszlasanak visszaallitasat. Mindkét pumpa ATP felhasznalasaval mikodik. Az eldbbi
Na*-t tavolit el a sejtbdl és a kilépett K*-t szallitja vissza a sejtbe, harom Na* kettd K* aranyaban

[13]. A sarcolemmaris Ca?*-ATP-az a Ca®" visszaszallitasat végzi az extracellullaris térbe [13].

A munkaizomsejtek nyugalmi membranpotencialjat elsésorban a Ix1 hatarozza meg. Az aramért
felelos csatorndk —70 mV és —80 mV kozottt membranpotencial értéken nyitott allapotban
vannak biztositva a sejtek nagy nyugalmi K permeabilitasit. A —20 mV-nal pozitivabb
membranpotencial értékeknél a csatornak mar nem vezetnek ionaramot, mert az intracellularis
Mg?*, illetve poliaminok fesziiltségfiiggd modon gatoljak a csatornat. Az aram aktivacioja és

deaktivacioja rovid id6 alatt zajlik le.

3.2 Klorid csatornak

A Cl-ok mozgasa a sejtmembranon keresztiil szigorGan szabalyozott és els6sorban a
sejtmembran Cl™ csatornai és transzporterei altal valésul meg. A CI™ csatornak olyan anion
szelektiv ioncsatornak, melyek funkcionalisan és strukturalisan is heterogén csoportot alkotnak.
A tObbi ioncsatorndhoz hasonloan a Cl™ csatornak nemcsak a felszini membranban, hanem az
intracellularis organellumok membranjaban is megtalalhatoak.

A CI™ csatornak tanulmanyozéasa az 1990-es évekig hattérbe szorult, mostoha gyermekként
tekintettek a Cl™ csatornakra. Ennek hatterében olyan korai kisérletek alltak, melyek alapjan a
Cl-oknak csekély fiziologias jelentdséget tulajdonitottak: béka vazizomrostokon és
vorosvértesteken végzett mérések alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a Cl-ok
passzivan oszlanak meg az intra- és az extracellularis folyadékok kozott, és gyors

membrantranszporttal rendelkeznek [14]. Ezen megfigyeléseket a Cl™ csatornak magas

10



nyugalmi passziv elektromos permeabilitasaval magyaraztak. A fenti megfigyeléseket
altalanositottak, és teoretikusan az dsszes sejtrél azt gondoltak, hogy ezek a csatornak magas
Cl™ permeabilitassal rendelkeznek és Cl-ok termodinamikailag passzivan oszlanak meg a
sejtmembran két oldala kozott. Ennek hatasara a Cl™ csatornak vizsgalata nagymértékben
melldzve lett.
Az elmult két évtizedben dramai fordulat kovetkezett be a Cl™ csatorndk megitélésében. Leirtak,
hogy bizonyos human megbetegedések hatterében a Cl™ csatornak mutacioja allhat. A
congenitalis myotonia esetében példaul a defektus a vazizom CIC-1 csatornajat érinti, ami
stabilizélja az izomrostok nyugalmi membranpotencialjat. Ebben az esetben a mutéci6 a CIC-1
csatorna génjében van jelen, amely vagy a CIC-1 fesziiltség szenzorat vagy az anion
permeabilitasat valtoztatja meg [15]. Cystas fibrozis esetében a mutacio a cystas fibrozis
transzmembran konduktancia regulator (CFTR) gént érinti, és ezaltal maga a CI™ csatorna vagy
a csatorna regulatorikus funkcidja karosodik [16]. Kimutattak tovabba, hogy Cl™ csatornak
meghibasodasa allhat az epilepszia, lizoszomalis tarolasi betegség, siiketség, vesekovesség,
osteoporosis bizonyos formainak a hattérében is [17].
Ma mar elfogadott, hogy a Cl -t a legtdbb sejt membranja aktivan transzportaltja [18].
Valojaban a Cl-0k szamos sejtfunkcioban szerepet jatszanak, mint példaul a sejtvolumen, az
intracellularis pH regulacioban, a szignal transzdukcidoban és annak inhibiciojaban, a sejt
migracioban, a differencidlodasban, az apoptdzisban és a nyugalmi membranpotencial
fenntartasaban [19].
Az évtizedek alatt végzett iondram mérések megmutattadk, hogy a kiilonféle sejteken zavarba
ejtéen sokféle Cl™ csatorna van jelen. Ezen csatornéak lokalizacioja, konduktanciaja, aktivalasi
¢s szabalyozasi mechanizmusa is kiilonboznek egymastol. Ezen sokféleség a Cl™ csatornak
molekularis diverzitasaval parosul. K6zos jellemzdjiik a Cl™ csatornaknak, hogy alacsony a
szelektivitasuk a szervetlen anionok kozott (Br-, 17, CI7), emiatt helyesebben anion
csatornaknak is nevezhetnénk Oket. A CI™ csatorna elnevezés mégis azért terjedt el, mert a
bioldgiai rendszerekben a Cl™ tekintheté a dominans anionnak.
Jelenlegi tudasunk szerint a Cl™ csatornak 6t csaladjat kiilonitjiik el:

¢ ligand - kapuzott CI™ csatornak,

% CFTR (cystas fibrozis transzmembran konduktancia regulator)

s CIC,

+» Bestrophin,

*0

s TMEM (mas néven Anoctamin).
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A legnagyobb csaladot a ligand-kapuzott Cl™ csatornak alkotjak, melyek a GABA és glicin CI™
csatornakat foglaljak magukba. 4 transzmembran doménnal rendelkeznek és homo- vagy
heteropentamer csatornakat formalnak [20].

A CFTR csalad az ABC transzporter szupercsaladhoz tartozik, egyediili képviselé a
szupercsalddon belill, amely ioncsatornaként funkcional. 12 transzmembran doménnel
rendelkezik, aktivacidja ATP fiiggd, a cAMP és cGMP-fiiggd kinazok befolyasoljak az
aktivitasat [20].

A CIC CI proteinek az allatvilagban széles korben expresszalddnak. A CIC Cl™ csatornak dimer
szerkezetiick, mindkét monomer 1-1 porust tartalmaz (két porusu csatorna) [20]. A kilenc emlds
CIC CI” fehérje koziil azonban ténylegesen csak négy alkot fesziiltségfliggd ioncsatornat, a
tobbi CI'/H" ioncseréls. Amellett, hogy a CIC csatornak fesziiltségfiiggdek, aktivacidjukat az
intracellularis és extracellularis Cl -ok koncentracidja, valamint a pH is befolyasolja [18].

A TMEMI16A és a Bestrophin fehérjék csaladjaba tartozé Cl~ csatornak a Ca®* fiiggé C1

csatornakat hozzak létre.

3.3 Akalcium-fiiggé klorid dram

A Ca®*-fiiggé C1~ dramot (lcica) elészor 1981-ben Rana pipiens petesejtjeiben figyelték meg
Ca2"-ot injektalva vagy Ca®" ionofort alkalmazva [21]. Ezt kdvetéen irtak le és karakterizaltak
az aramot Xenopus laevis oocytaiban [22], [23], valamint szalamandra fotoreceptoraban az
1980-as évek elején [24]. A Xenopus petesejtekben ezen csatornak felelések a polispermia
megakadalyozasaért. Megtermékenyitéskor az intracellularis Ca?* koncentracio megemelkedik,
ez aktivalja a Icica-Ot, amely depolarizalja a membrant és megakadalyozza tovabbi
spermiumok belépését. Mara mar az is ismertté valt, hogy a lcica) tobbek kozott szerepet jatszik

az epithelialis szekrécioban, a neuronok ingerlékenységében, az olphactorius szignal

crcr

is [25].

Annak ellenére, hogy a Icica-ot mar tobb, mint 30 éve tanulmanyozzak, a csatornaért felelds
fehérjéket nem azonositottak még. Ennek hatterében szamos tényez6 all. Az egyik az, hogy
ioncsatornakat leggyakrabban Xenopus oocytakban expresszalva tanulmanyozzak. Ezen sejtek
azonban nem igazan alkalmasak a lcica) tanulmanyozasara, mert viszonylag nagy endogén
Icica)-mal rendelkeznek, ezért az endogén aramot nehéz elkiiloniteni az expresszalt csatornak
ionaramatol. Az is hatrany, hogy hianyoznak a lcicca)-0k specialis gatloszerei, mely elkiilonitené

azt a tobbi C1~ aramtél. A homoldgian alapuld klonozas sem segiti a Ca?*-fiiggd CI~ csatornak
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megismerését, mert az eddig ismert és klonozott C1™ csatornakkal (CFTR, GABA, glicin) nem

mutat strukturalis hasonl6sagot.

A lcica) nagysagat és a CI- mozgdsdnak irdnyat harom faktor hatirozza meg: az aktualis

membranpotencial, a CI~ egyensulyi potencialja (Eci) és az intracellularis Ca?* koncentracio.
Egy tetszOleges ionaram amplitudojat a kovetkezd egyenlet definidlja:
L= g (E-Ex)

ahol gx a konduktancianak, E az aktualis membranpotencialnak, Ex a tetszleges ion egyensulyi

potencialjanak felel meg.

Ahogy kationok esetében is, a Cl -ra is igaz, hogy amikor a hajtéerdé (E-Eci) pozitiv, kifelé
iranyuld (outward) aram indukalodik. Hagyomanyosan, az outward membran aram pozitiv
elojelii és a nulla vonalhoz képest pozitiv irany kitérésként jelenik meg. Az aram iranyanak a
pozitiv toltések mozgasi iranyat tekintjiik, ezért a ClI™ aram esetén az outward aram valdjaban
Cl™ befelé torténé mozgasat jeloli. A membran depolarizaciokor C1-ok sejtbe torténd belépése
(CI" influx) fog megvaldosulni, mely a membran hyperpolarizaciojahoz vezet. A Cl -0k
megoszlasara jellemz6, hogy a Cl™ koncentracio nagyobb a sejten kiviil, mint az intracellularis
térben. A Cl™ csatornak jellemz6 sajatsaga, hogy gyakran kifelé egyeniranyitottak, vagyis

ugyanakkora hajtoerd esetén az outward aram nagyobb amplitaddja, mint az inward aram.

A legtobb sejtben a nyugalmi membranpotencial negativabb, mint a Cl™ egyensulyi potencialja,
ezért a Cl” csatorna megnyilasa (Cl™ efflux) depolarizdlja a membrant. Ha az aktualis
membranpotencial pozitivabb, mint a CI™ egyensulyi potencialja, akkor a C1™ ellentétes iranyba

mozogva hyperpolarizalja a membrant [26].

3.4 Akalcium-fiiggé klorid csatorna

Egy korai Ca?*-fiiggé CI~ csatorna jeldlt a CLCA protein volt. Nevét a Ca®*-fiiggd Cl
konduktanciarol kapta. Marha trachea epithel €s mas secretoros sejtekbdl tisztitottdk, és
mutattédk ki [27]. Az elnevezése ellenére ma mar tudjuk, hogy a CLCA nem Ca®*-fiiggd CI~
csatornaként funkcional. Marha CLCA fehérjéket fejeztettek ki Xenopus petesejtekben és COS-
7 sejtekben. Ugyan az aram elektrofiziologiai sajatsagai hasonlitottak az endogén Icica)-ra,
példaul az anion szelektivitasuk azonos sorrendii volt, de szamos eltérés is mutatkozott a két
aram paraméterei kozott: 1) a petesejteken mért CLCA aram aktivacidjdhoz az intracellularis

Ca?" koncentracio megemelkedése nem volt sziikséges, a depolarizacié dnmagéban is elégséges
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volt. 2) A CLCA aramokra a nifluminsav (NFA) nem volt hatassal, ugyanakkor ez a gatloszer
az endogén Icica-t hatékonyan csokkentette. 3) A COS-7 sejteken mért CLCA éaram
fesziiltségfiiggése linearisnak adodott, mig az endogén aram outward rektifikaciét mutatott. 4)
A CLCA érzékenynek bizonyult ditiotreitolra, mig az endogén Icica)-ra nem volt ezen szernek
hatésa [27], [28]. Tovabbi expresszios, biokémiai és biofizikai mérések megerdsitették, hogy a
Icica)-ért nem a CLCA fehérje felelds [28], pontos funkciojanak felderitéséhez még vizsgalatok

sziikségesek.

A Bestrophin-t el6szor a Best-féle vitelliform macula dystrophiaért felelés génként
azonositottak 1998-ban [29]. Késobb HEK293 sejtekben expresszalva a Bestrophin-t
bizonyitottak, hogy C1~ aramot hoz 1étre [30]. Tovabbi mutagenezis vizsgalatok megerdsitették,
hogy a Bestrophin-ok valodi anion csatornak, melyek fiziologias intracellularis Ca?*
koncentracié esetén aktivalodnak, ezért feltételezik, hogy felelosek lehetnek a lcica)-ért.
Ionaram mérések soran azonban az aram biofizikai paraméterei nem teljesen egyeztek a
Xenopus petesejtek endogén Icica)-val. Human vad tipust Bestrophin-1-et expresszalva az aram
nem mutatott outward rektifikaciot, mint a klasszikus Icica) [31]. Ezen feliil, a Best-féle
vitelliform macula dystrophiat okozé Best-1 génben W93C mutaciot hordozo knock-in egerek
retindlis pigment epithel sejtjei normal ClI” konduktancidval rendelkeztek, noha a human
megbetegedésekhez hasonld retindlis elvaltozasok jelentkeztek a Best1W9¢ mutacio hatasara
[32]. Osszességében elmondhato, hogy a Bestrophin-ok anion csatornaként funkcionélnak, de

szereplk a Ici(ca) létrehozédsaban kérdéses.

2008-ban harom munkacsoport egymastol fiiggetleniil szamolt be egy uj Ca?*-fiiggd Cl
csatorna jeloltr6l, a TMEM16A-rol [33], [34], [35]. Schroeder és munkatarsai megfigyelték,
hogy Xenopus-tol eltéréen mas kétéltiiekre, mint példaul a szalamandrara (Ambystoma
mexicanum) jellemz6 a polyspermia, mivel petesejtjei nem rendelkeznek lcica-mal. Ezért a
szalamandra petesejtjei alkalmasok voltak az expresszalt Ca?*-fiiggé C1~ csatornak vizsgalatara.
igy sikeriilt azonositaniuk a TMEM16A-t, mint a Ca®*-fiiggé C1~ csatorna alegységét [34], [28].
Yang ¢és munkatarsai az olyan membranproteineket sziirték bioinformatikai modszerekkel,
melyek legalabb két transzmembran doménnel rendelkeznek, igy talaltak ra a TMEM16A-ra
[35]. Caputo és munkatarsai leirtak, hogy interleukin-4-gyel kezelt human bronchialis epithel
sejtekben up-regularédtak a Ca®*-fiiggd C1~ csatornak és ezeken a sejteken a TMEMI16A-t
microarray technikaval azonositottak [33]. A TMEM16A-t mindharom laboratorium heterolog
expresszios rendszerekben vizsgalta, és a klasszikus lcica-hoz nagy hasonlésagot mutatd

ionaramokat regisztraltak.
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A TMEM16 fehérjék neve onnan szadrmazik, hogy olyan transzmembran fehérjék, melyek
pontos funkcidja ismeretlen (Transmembrane proteins with unknown function). A TMEM16A
mellett még 8 masik fehérje tartozik a csaladba (TMEM16B-I). A TMEM16 csaladba tartozo
fehérjék anion csatornak, és vélhetéen 8 transzmembran domént tartalmaznak. Innen szarmazik
a fehérjecsaldd masik elnevezése az Anoctaminl vagy roviden Anol (anion csatornak 8

transzmembran szegmenssel) [28].

3.5 A kalcium-fiiggé klorid aram gatlészerei

A Ca®*-fiiggd C1” csatornak tanulméanyozasara szamos eltérd szerkezetii inhibitort alkalmaznak.
Tradicionalis anion csatorna gatloészerek a stilbén szarmazék 4,4’-diisotiocianostilbén-2,2’-
diszulfonsav (DIDS) és a 4-acetamido-4’-isotiocianostilbén-2,2’-diszulfonsav (SITS). Emellett
anthacén-9-karboxilsavat (9-AC), difenilamin-2-karboxilatot (DPC), 5-nitro-2-(3-fenilpropril-
amino) benzoesavat (NPPB), nifluminsavat (NFA) és flufenaminsavat (FFA) hasznalnak C1™

csatornak vizsgalatéra.

A Ca®*-fiiggd Cl” csatornak gatlisdra leggyakrabban alkalmazott szer a NFA és FFA.
Mar pmol/l-es koncentracio6 tartomanyban mindkett6 potens modon gatolja Xenopus petesejtek
Icica)-at [36]. Az NFA-t 30-200 umol/l koncentracioban gyakorta hasznéltak a Ca?*-fiiggd C1
csatornak specifikus gatloszereként az anion aram azonositasakor [37] [38], azonban, mint
specifikus géatloszer nem valt be. Leirtdk ugyanis, hogy patkany szivizomsejteken a NFA
100 umol/l-es koncentracioban mintegy 50 %-0s Ica,L gatlast okozott, valamint csokkentette a
Ca2" tranzienst amplitadojat és a sejtrovidiilést is gatolta [39]. Patkany uterinalis simaizom
sejteken 10 umol/I-es koncentracioban alkalmazva a NFA-t gatolta IcaL-ot és csokkentette a
Ca?* tranziensek amplittdojat [40]. Tovabba leirtak, hogy a NFA dozisfiiggd modon gatolta a
Na® aramot (Ina), negativabb membranpotencidlok felé mozditotta el a Ina Steady-state
inaktivaciojanak fesziiltségfliggését és csokkentette az akcids potencial felszalld szaranak
meredekségét [41]. Mivel a lcica) aktivacidja az intracellularis Ca?* koncentraciotol fiigg, ezért
az 4ram tanulmanyozisira nem célszerii egy olyan gatldszert vélasztani, mely a Ca®"
homeostasis-at megvaltoztatja, ezaltal az aram aktivacigjat befolyasolja. Zhou és
munkacsoportja bizonyitotta, hogy a NFA patkany szivizomsejtekben novelte a tyrozin-kinaz
szignalizacios utvonal aktivalasat és ezen keresztiil a sejtek steady-state K* aramat [42]. Wang
és munkatarsai arrél szamoltak be, hogy 100 umol/l NFA nagy mértékben csokkentette a
Kv4.3-t és Ki4.2-t expresszald sejteken a csatorndkon atfolyd aramot és negativabb

membranpotencialok felé tolta az aram steady-state inaktivaciojanak fesziiltségfiiggését [43].
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A lci(ca) lto1-t61 valo elkiilonitéséhez is elengedhetetlen, hogy a gatloszer csak az Iwo-re legyen
hatassal. Emiatt a Icica) akcids potencial alatti lefutasanak vizsgalatdhoz nem javasolt az NFA
hasznalata, hiszen human és kutya szivizomsejteken a Kv4.3 fehérjét is tartalmazé csatorna
ionarama tehet felel6ssé az 4-AP szenzitiv Iw1-ért. Subendocardialis sejtekben a lyo1-ért
valdsziniileg a Ky1.4 csatornak felelések [44], mig patkany szivizomsejteken a Ky4.2 és Kv4.3

fehérje egyiittesen miikodik kozre a lioy aram kialakitasaban [45].

Az NPPB alkalmazasakor is, az NFA-hoz hasonld, nem kivanatos hatasokat figyeltek meg.
50 umol/l-es koncentracioban gatolta a IcaL-0t [39], emellett Ina gatlast is leirtak, mely egyiitt
jart az akcios potencial felszallo szar meredekségének dozisfiiggd csokkenetésével [41].
Portalis véna simaizomsejteken azt figyelték meg, hogy 10 umol/l NPPB gatolta a koffein
indukalta lcica)-t és a nagy konduktanciji Ca®*-fliggé K* dramot (Isk(ca)) [46].

A DPC-r6l szintén kidertilt, hogy nem szelektiv gatloszere a lciica-nak, ugyanis 0,5-1 mmol/I
DPC 45 %-kal csokkentette a lcaL amplitidojat, valamint forskolin jelenlétében a lcaL
amplitaddjanak 75 %-os csokkenését figyelték meg tengerimalac kamrai és egér pitvari

szivizomsejteken [47].

3.6 A szivizomsejtek klorid aramai
Szamos kiilonb6z6 Cl™ aramot azonositottak mar emlds szivizmon, beleértve a foszforilacio-
aktivalt vagy mas néven cAMP dependens Cl™ aramot [48], a sejtduzzadas-aktivalt vagy mas

néven sejtvolumen-aktivalt aramot [49], és az intracellularis Ca?*-aktivalt C1~ aramot [9].

A legutdbbi adatok alapjan a protein kinaz A és protein kindz C szinergista médon hatnak a
foszforilacio-aktivalt CI- aramra [50]. Az aramért felelés csatorna az epithelialis CFTR
alternativ splice variansa [51]. Tengerimalac szivizomsejteken megfigyelték, hogy bizonyos
koriilmények kozott az isoproterenol olyan mértékli depolarizaciét okozott, amely
ritmuszavarok kialakulasahoz vezetett [52]. Kideriilt, hogy a jelenség hatterében a CI” mozgasa
all [53], [54]. A protein foszforilacio-aktivalt C1™ csatorna defoszforilalt allapotban inaktiv, a
3-adrenerg stimulacio hatdsara megemelkedik a cAMP szint, mely dnmagéaban vagy a protein
kindz A és/vagy protein kinaz C jelatviteli utakon aktivalja az ionaramot. Az aram outward

rektifikaciot mutat és hozzajarulhat az akcios potencial roviditéséhez [55].

A sejtduzzadas aktivalt C1™ aramot el6szor kutya kamrai szivizomsejteken irtak le [49]. Patch-
clamp technika egészsejtes elrendezését alkalmazva hypozmotikus kiilsd oldatokat és

hypertonids belsé oldatokat hasznaltak a sejtduzzadas aktivalt CI- aram indukalasara [49].
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A sejtduzzadas altal aktivalt C1™ csatornakrol azt tartjak, hogy a CIC csaladhoz tartoznak [56],
ugyanis klonozott sejtvonalon expresszalva a csatornan atfolyd aram a sejtduzzadas-aktivalt
ClI™ arammal mutatott nagy hasonlosagot [57]. A sejtduzzadas-aktivalt C1™ aram fiziologias

szerepe még bizonytalan, aktivacioja feltételezhetéen a membran feszitésére kovetkezik be [6].

Icip : ClL,PKA
Il swell J€LPKC
Icivol cLATP
ettt

- X ) TMEMI6 (?)
=i b ——{| ) ' Bestrophin (?)\ [
— CLCAI1(?) ye—

2. abra A szivizomsejt Cl~ csatornai, feltételezett csatornafehérjéi és a lehetséges
szabalyozasi utvonalak

A lcica-ért felelés csatornafehérje jeloltek a bestrophin-3 és a TMEMI16. A CIC-2, a
fesziiltségfiiggd Cl csatorna csalad tagja, mely felel6s a volumen regulalt és hyperpolarizacio-
aktivalt befelé egyeniranyitd C1™ aramért (lciir). A lciacid Olyan CI™ aram, melyet az
extracellularis pH szabalyoz. A CIC-3 csatornakon atfoly6 Cl™ aramot a sejtvolumen regulélja
(Icivor) vagy a sejtduzzadas aktivaltja (Iciswein ). A lcip €gy bazalisan aktivalt CIC-3 Cl™ aram. A
CFTR, cystas fibrosis transzmembran konductancia regulator, olyan CI™ csatorndkat kodol,
melyeken atfolyd dramot a cAMP-protein kinaz A (PKA utvonal (lcipka), protein kinaz C
(PKC) (lcipke), vagy az extracellularis ATP (lciate) aktival. PP, szerin—treonin protein
foszfataz; Gi, inhibitérikus G fehérje; A1R, 1-es tipust adenozin receptor; AC, adenilat ciklaz;
H2R, 2-es tipusu hisztamin receptor; Gs, stimulatorikus G fehérje; B-AR, B-adrenerg receptor;
PoR, 2-es tipusi purinerg receptor; VDAC, fesziltségfiiggd anion csatorna; mito,
mitokondrium.

Dayue Duan: Phenomics of cardiac chloride channels: the systematic study of chloride channel
function in the heart. J Physiol. 2009 May 15; 587(Pt 10): 2163-2177. Modositva

Az egyes emldsfajok kozott a szivizomsejtek Cl™ dramainak megoszldsa nem egységes,
nagymértékli fajfliggést mutatnak, tovabba a kamrafal rétegeiben is eltér a kiilonb6z6 Cl™

csatorndk expresszioja. A cAMP fiiggd Cl™ dram hianyzik példaul kutya szivizomsejtekbdl
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[50], viszont nyul és tengerimalac szivizomsejteken jelen van, de nem egységes a megoszlasa
az epicardidlis és endocardidlis rétegek kozott, valamint a pitvarok és kamrak kozott is
kiilonbség figyelheté meg. Subepicardialis sejtekben és a kamrakban nagyobb cAMP fliggd C1™
aram denzitast mértek, mint pitvarokban [58], [59]. Ezzel szemben példaul a sejtduzzadas-
aktivalt C1~ aram jelen van a legtobb eml6s fajban, a pitvarokban és a kamrakban egyarant, de
az aram denzitasa kiilonb6z6 az egyes szivrégiokban [60], [6]. A sejtduzzadas-aktivalt ClI” aram
a pitvarok teriiletén nagyobb denzitassal van jelen, mint a kamrakban, ezért a pacemaker
aktivitas szabalyozasaban is szerepet jatszhat. A protein foszforilacido- vagy sejtduzzadas-
aktivalt ClI” aram aktivalodasa kedvez a re-entry tipusu szivritmuszavarok kialakulasanak,
hiszen csokkentik az APD-t és a refrakter periddust. Emellett, mivel nem egységes a
megoszlasuk a sziv kiilonb6z6 régidiban, novelhetik a repolarizacié heterogenitasat, mely

szintén re-enty arrhythmiak kialakulasanak alapja lehet [59], [58].

3.6.1 A szivizomsejtek kalcium-fliggé klorid drama

A legtobb emlés faj szivizom sejtjein a lcica) szerepet jatszik az akcids potencial
repolarizacidjaban. A Icica)-ot leirtak mar nyul [9], [61], birka [62], sertés [63] és kutya [64]
szivizomsejtjein. A szivizomsejtekben a tranziens kifelé iranyulo aram, azaz Iz és Iz felelOs
az elsé fazis repolarizacidért. A lio1 Ca?*-inszenzitiv K* dram, mely 4-AP-nel gatolhato. A o2
olyan CI~ dram, melyet az intracellularis Ca®* koncentracio megemelkedése aktival, és nem
gatolhato 4-AP-nel. A Iz a Ca?*-fiiggd C1~ csatornak aktivacidjanak eredményeként jon létre,
¢s az aram az aktualis membranpotencialtol és a Cl” egyensulyi potencialjatol fiiggden
depolarizéalja vagy repolarizalja a membrant. Ionszelektiv mikroelektrodaval végzett mérések
alapjan szivizomsejtekben az intracellularis Cl~ koncentracioja 10-20 mmol/l-nek adodott [65],
ami azt jelenti, hogy a szivizomsejtekben a Cl™ egyenstlyi potencialja megkozelitéleg 30-
50 mV-tal pozitivabb, mint a nyugalmi membranpotencial [6] [66]. Pozitiv membranpotencial
értekeknél, az akcids potencial plateau fazisa alatt a lcicca) @ membranpotencialt negativ irdnyba
mozditja, repolarizalé aramként van jelen, csokkenti az akcids potencidl id6tartamat (APD).
A CI™ egyensulyi potencialjatol negativabb membranpotencialokon (nyugalomban) viszont a
Icica) depolarizald hatasu és ezaltal korai és késéi utddepolarizaciok kialakulasdhoz jarulhat

hozza [26].

A kés6i utddepolarizaciok (DAD-K) olyan membranpotencial oszcillacioknak tekinthetok,
melyek az akcids potencial repolarizacioja utan jelentkeznek [67]. A DAD-K hatterében
feltehetéen a Ca?* taltdltédéskor diastole alatt jelentkezd, a sarcoplasmaticus reticulumbol

spontan felszabadulo Ca?* allhat, mely tranziens inward dramot aktival. Hirom mechanizmust
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feltételeznek a DAD-k és az inward aram kialakitasanak hatterében: 1) az egyik mechanizmus
a lcica), melynek szerepét mar tobb munkacsoport is felvetette. A diastole alatt a
sarcoplazmaticus reticulumbol a cytosolba csorgd Ca?" aktivalhatia az lcica-0t, mely
depolarizalja a membrant [62] [68], [69]. 2) A spontan Ca?* felszabadulas soran megemelked
intracellularis Ca?*-ot eltavolitd forward méda NCX [70], mely egy Ca?* szallitasat harom Na*
szallitasa ellenében végzi, ezért miikodése szintén a membran depolarizaldodasahoz vezet. 3)
A DAD-t egy nem szelektiv kation aram is okozhatja [71]. A DAD-k hatterét vizsgalo
kisérletek eredményei azonban ellentmondasosak. Verkerk és munkatarsai demonstraltak, hogy
az NCX éaram ¢és a Icica) egyarant hozzajarulnak a tranziens inward d&ramhoz birka Purkinje és
kamrai, és nyul kamrai szivizomsejteken [62]. Purkinje és kamrai szivizomsejteken kimutattak,
hogy a lcica) gatlasa csokkentette a DAD-k kialakulasanak gyakorisagat, és a triggerelt aktivitas
megjelenését [72]. Ezzel szemben Sipido és munkatarsai azt talaltak, hogy tengerimalac kamrai
szivizomsejteken nem mutathato ki a lcica) [73]. Ezen irodalmi adatok arra utalnak hogy a DAD

kialakulasdnak mechanizmusa nem egységes, erds fajfliggést mutat.

lcica-ot  elektrofiziologiai  tanulmanyozds soran a  Ca®'-fliggé Cl~  csatornat
négyszogimpulzussal aktivaltak, és mint 4-AP rezisztens tranziens outward aramot irtdk le.
A depolarizaci6 hatasara 4-AP jelenlétében egy bifazisos aramot regisztraltak, melyet IcaL és a
lcica) atfedésének véltek. K™ mentes oldatokat hasznalva, a ClI” egyensulyi potencialjat

megvaltoztatva bizonyitottak, hogy a tranziens outward aram esetén a toltéshordozo a Cl™ [9].

lcica) aram-fesziiltség Osszefliggést vizsgalva leirtdk, hogy az dram fesziiltségfiiggése harang
alaku, maximalis aramamplitadét +40 - +60 mV-nal mértek. Az dram outward rektifikaciot
mutatott. Az aram aktivacidjahoz a sarcoplasmaticus reticulumbol torténd Ca?*-felszabadulast
mindenképpen sziikségesnek tartottak, 2-10 umol/l ryanodin el6kezelés hatasara a sejteken

nem volt detektalhato a lcica) [61].

3.7 Aszivizomsejtek kalcium homeostasisa

Ahhoz, hogy egy Ca**-fiiggd ionaramot tanulmanyozni tudjuk fiziologias koriilmények kozott
szivizomsejtekben, mindenképp ismerniink kell a szivciklus soran bekovetkez6 intracellularis
Ca?* koncentraci6 valtozasokat.

A szivizom excitacids-kontrakcios kapcsolata alatt az elektromos jel mechanikai valassza
(kontrakcid) valo alakitasat értjiik. A Ca?* elengedhetetlen a sejtek elektromos aktivitasahoz és

a myofilamentumok direkt aktivatora is.
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3. 4bra A kamrai szivizomsejtek Ca>* homeosztazisa

Az abrabetéten nylil kamrai szivizomsejt akcios potencialja és Ca?* tranziense lathato.

NCX: natrium/kalcium cseréld, RyR: ryanodin receptor, PLB: foszfolamban, SR:
sarcoplasmaticus reticulum

Donald M. Bers: Cardiac excitation—contraction coupling. Nature. 2002 Jan 10;415(6868):198-
205. Moédositva

A szivizomsejtek akcios potencidlja alatt a Ca?*-ok belépnek a sejtbe a depolarizacio hatasara
aktivalodd L-tipusu Ca®* csatorndkon és a reverz modi NCX-en keresztiil. Altalanosan
elfogadott, hogy az L-tipusa Ca?' csatorndkon at belépd Ca?*-ot tekintjik a Ca*-ok f6
forrasdnak, a NCX altal szallitott Ca** mennyisége csekély [74]. Az L-tipusti Ca®* csatornakon
keresztiil bearamlé Ca?*-ok inward aramot (Ica,) hoznak létre az akcids potencial plateau fazisa
alatt. A T-tipusi Ca?* csatornak expresszidja alacsony a kamrai szivizomsejtekben, ezért az
excitacios - kontrakcids kapcsolat soran a T-tipust Ca?* dram szerepe elhanyagolhato. A sejtbe
jutdo Ca?*-ok eldidézik a sarcoplasmaticus reticulumbol torténé Ca?* felszabadulast. Ezt a
folyamatot Ca?* indukalt Ca?" felszabadulasnak (CICR) nevezik. Az intracellularis Ca®*
koncentraci6 atmenetileg megnd, amit mint Ca?* tranziens tudunk mérni.

Az L-tipusi Ca?* csatorndk (mas néven dihydropiridin receptorok) a sarcolemma
invaginaciojaval 1étrejovo transversalis (T) tubulusokban helyezkednek el els6dlegesen [75].
AT tubulusok szoros fizikai kozelségbe keriilnek a sarcoplasmaticus reticulum terminalis
ciszternaival, és létrehozzak a szivizomsejtekre jellemzd tn. diad struktrat. Az L-tipust Ca®*

csatornak sarcolemma - sarcoplasmaticus reticulum junkcioknal lokalizalodnak, ahol a
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sarcoplasmaticus reticulum Ca?* felszabadito csatornai, a ryanodin receptorok is helyet
foglalnak a sarcoplasmaticus reticulum membréanjaban szemben az L-tipust Ca®* csatornaval
[75]. Minden egyes junkcioban (T tubulus és sarcoplasmaticus reticulum membran) 10-25 L-
tipustt Ca®* csatorna foglal helyet, vele szemben 100-200 ryanodin receptor helyezkedik el és
alkotnak egy lokalis Ca?* szignil komplexet. Az elemi sarcoplasmaticus Ca?* felszabadulast (6-
20 ryanodin receptor megnyilasat) sparknak nevezziik, melyet el6szér Cheng és munkatarsai
irtak le [76]. Nyugalmi allapotban a Ca?" sparkok véletlenszerien, nagyon alacsony
frekvenciaval fordulnak eld. A szivizomdsszehuzodas alkalmaval felszabadulé Ca®* (Ca?*
akcios potencial soran aktivalodo lcaL szinkronizal [77].

A lca depolarizaciora aktivalodik, majd idé- és Ca®*-fiiggd modon inaktivalodik. Ezek koziil
az utobbi a dominans folyamat [13]. A cytoplasmaticus oldal feldli Ca®* fiiggd inaktivacio
hatart szab az L-tipusu Ca?* csatornan at bearamlé Ca®*-nak. Ez egy Ca?*-nal val6 taltoltédés
elleni védé mechanizmusnak is tekinthet6 [78].

Az ioncsatornan at a sejtbe juté Ca?*-ok mellett a sarcoplasmaticus reticulumbél térténé Ca?*
felszabadulds szintén hozzajarul a Ca®* csatorna Ca?*-fiiggd inaktivacidjahoz [79]. Valéjaban a
sarcoplasmaticus reticulumbol torténd Ca?* felszabadulds felelés az Icay inaktivacidjanak
50 %-aért [80]. Ezért a sarcoplasmaticus reticulumbol felszabaduld Ca?* és az L-tipusu Ca?*
csatornan 4t bearamlé Ca?* egy lokélis negativ visszacsatolasi kért hoz létre a bedramlé Ca®*-
ra. Ha nagy mértékii a Ca* bearamlas vagy a felszabadulds, akkor az a tovabbi Ca?* bedramlast
csokkenti, megakadélyozva ezzel a Ca®" tultoltddést, mely arrhythmiak kiindulési alapja lehet
vagy sejthalalhoz vezethet [13]. Egyre tobb bizonyiték all rendelkezésiinkre arrdl, hogy az tn.
junkcionalis résben (junctional cleft- a sarcolemma és sarcoplasmaticus reticulum membranja
kozotti tér) a Ca?* koncentracidja joval magasabb értékeket érhet el, és a véltozas Kinetikailag
is sokkal gyorsabb, mint amit a cytoplazmaban mérhetiink [79], [81], [82]. Amikor a Ca?*
csatorna megnyilik a junkcionalis rés Ca?" koncentracidja kevesebb, mint 1ms alatt
megemelkedhet 10-20 umol/I-re, mely aktivalja a ryanodin receptort, ahonnan tovabbi Ca?*
szabadul fel. A junkcionalis résbél a Ca?* difftizio itjan jut a myofilamentumokhoz [13].

a kontrakcié alatt felszabaduld Ca?* mennyiségének azonosnak kell lennie a relaxacio alatt
eltavolitott Ca?" mennyiségével egy szivciklus soran, kiilonben a sejt Ca*-nal taltdltddne vagy
kitiriilne.

A Ca?* eltavolitasa tobbféle uton torténhet, ezen mechanizmusok egymashoz viszonyitott

aranya erds fajfiiggést mutat [83]. Nyul szivizomsejtekben a sarcoplasmaticus reticulum Ca?*-
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ATP-4z felelds a Ca?* 70 %-4nak eltavolitasaért, a NCX 28 %-ban tavolitja el a Ca®*-ot, mig a
maradék 2 %-on osztozik a a sarcolemmalis Ca?*-ATP-4z és a mitokondridlis Ca?* uniporter.
A nytlhoz képest a patkany szivizomsejtekben a sarcoplasmaticus reticulum Ca?*-ATP-az
szerepe jelentdsebb, hiszen 92 %-ban vesz részt a Ca®* eltavolitashan, a NCX pedig kisebb
aranyban tavolitja el a Ca?*-t (7 %). Az egér Ca?" eltavolitd mechanizmusai is a patkanyéhoz
hasonlitanak. A tengerimalac, a kutya, a macska és a human szivizom Ca?* eltavolitasa viszont
sokkal inkabb a nytlhoz all kozelebb [13].

3.7.1 Aszimpatikus stimulacié hatasa a szivizomsejtek intracellularis Ca** koncentracidjara
Szimpatikus izgalom soran a sziven pozitiv trophatasok érvényesiilnek, koztiik a sziv fokozott
kontrakcidja (pozitiv inotropia) valamint gyorsabb relaxacidja (pozitiv lusitropia).
A szimpatikus aktivacié a sziv B-adrenerg receptorain keresztiil valosul meg, melyek aktivaljak
a stimulatorikus heterotrimer G proteint. A Gos alegység disszocial a GBy alegységtdl és
aktivalja az adenilat ciklaz (AC) enzimet, mely ATP-bdl ciklikus AMP-t (cAMP) képez és a
cAMP szint ndvekedését okozza, amely masodlagos hirvivoként funkcional. A cAMP szint
novekedése a protein kinaz-A (PKA) aktivalasdhoz vezet [13]. A kinaz szamos, az
elektromechanikai kapcsolatban részt vevo fehérje foszforilacidjat okozza.

A PKA inotrop hatasanak kialakitasaban az L-tipusti Ca?* csatornak és a ryanodin receptorok
foszforilaldsanak van szerepe. A PKA az L-tipusu Ca?* csatornak foszforilalasa altal ndveli a
IcaL amplitadojat és az aktivaciojat negativabb membranpotencialok felé mozditja el, a
ryanodin receptorok foszforilalasa noveli azok nyitvatartasi valoszintliségét [84]. Ezen hatasok
ereddjeként megnd a Ca?* tranziens amplitidoja B-adrenerg stimulacio esetén.

A PKA lusitrop hatésa a foszfolamban és a troponinl foszforilalasan keresztiil valosul meg.
A foszfolamban a sarcoplasmaticus reticulum Ca?*-ATP-azat ténusosan gatolja. Foszforilalt
allapotban kevésbé képes kifejteni gatld hatasat, ezaltal felgyorsul a Ca?* sarcoplasmaticus
reticulumba torténd visszavétele. A gyorsabb Ca?'-ATP-az a sarcoplasmaticus reticulum

magasabb Ca?* tartalméanak kialakitasahoz is hozzajarul [85].
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4. CELKITUZES

A szivizomsejtek miikodése szempontjabdl a Cl™ csatorndk szerepe kevésbé tisztdzott. Nem
teljesen ismert a lcica) kinetikaja az akcios potencial alatt, noha leirtak, hogy a Icica) hozzajarul
a sziv akcios potencial kialakitasahoz, mint It 2-es komponense. Célunk ezért a Ici(ca) vizsgalata
volt:
1. igazoljuk lci(ca) jelenlétét kutya szivének bal kamrajabol izolalt szivizomsejteken
2. lcica) gatloszereinek, a DIDS és a 9-AC hatasainak Osszehasonlitasa, és annak
eldontése, hogy melyik alkalmasabb a Icicq) sajatsagainak tanulmanyozasara
3. jellemezziik a Icica) membranpotencial- és Ca?*-fliggését
4. a lci(ca) szerepének tisztazasa az akcids potencial soran
5. a lcica) potencidlis csatornafehérjéi, a TMEMI16A és Bestrophin-3 expresszidjanak a
kimutatasa human és kutya szivizomsejteken
6. a TMEMI16A és Bestrophin-3 és az L-tipusu Ca®* csatorna fehérjék lokalizaciojanak

megismerése

23



5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1 Kutya szivizomsejtek izolalasa

Elektrofiziologiai és immuncitokémiai vizsgalatainkat kutyak szivének bal kamrajabol
enzimatikusan izolalt szivizomsejteken végeztiik. A sejteket kutatasi célra tenyésztett vegyes
nemt, ivarérett beagle kutydk szivébdl nyertiik az Gn. anterograd szegmensperfuizids technika
alkalmazasaval [86]. Minden elvégzett kisérlet 6sszhangban volt a ,,Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals” (US NIH publication No 85-23. revised 1996) és a Helsinki Deklaracio
alapelveivel. A kisérleti protokollt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatetikai Bizottsaga is
jovahagyta (2/2011/DE MAB). A laboratériumi allatokat felhasznald osszes kisérlet jelentésre
kertilt, 6sszhangban az ARRIVE iranyelvekkel [87]. A kutatas Osszhangban volt a ,,Good

Publishing Practice in Physiology” elveivel is.

A 12-20 kg sulyu allatokat 10 mg/kg ketamin-hidroklorid (Calypsol, Richter Gedeon Nyrt.,
Budapest, Magyarorszag) és 1 mg/kg xylazin-hidroklorid (Sedaxylane, Eurovet Animal Health
B.V., Bladel, Hollandia) intramuszkularis injektalasaval altattuk el. A mellkas megnyitasa utan
a szivet gyorsan kimetszettiik, majd hideg Tyrode oldattal mostuk at (osszetételét lasd a
kisérletekhez hasznalt oldatok Gsszetétele c. fejezetnél). A bal eliils6 leszalld artéria koronaria
agat kaniilaltuk és ezen artéria vérellatasi teriiletének megfeleléen Langendorff-apparatus
segitségével perfundaltuk a myocardiumot. A pitvarokat levalasztottuk. A perfuzid elsd
5 percében Ca?*-mentes, taurinnal (2,5 g/l), piruvattal (175 mg/l), ribozzal (750 mg/l),
allopurinollal (13,5 mg/l), NaH2POgs-tal (200 mg/l) és NaHCOs-mal (1,4 g/l) kiegészitett,
szobahdmérsékletli JMM oldatot (Joklik-féle modositott Minimum Essential Medium Eagle,
Sigma, termékszdm: M0518; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) alkalmaztunk a szovet
Ca%*- és vértartalmanak eltavolitasa érdekében. Az oldatot folyamatosan 5 V/V % Op-t és

95 V/V % COz-ot tartalmazo gazkeverékkel (karbogén) ekvilibraltuk.

Az emésztést ezt kdvetden ugyanezen JMM alapoldattal végeztiik, a szivet 35-45 percig
perfundaltuk az oldattal, amelyhez még kollagenazt (0,66 g/l, Type Il., 245 U/mg; Worthington
Biochemical Co., Lakewood, NJ, USA), borju albumint (2 g/l, Fraction V.; Sigma-Aldrich Co.)
és CaClz-ot (50 umol/l) adtunk. A sejtizolalas soran a perfuzids oldat homérsékletét 37 °C-on
tartottuk. Az emésztés hatasara a bal eliilso, leszallo artéria ellatasi teriiletéhez tartozé szivizom
elfolyosodott, sejtjeire esett szét. Az emésztés végén a bal kamra falanak midmyocardidlis
rétegében vezetett, a sziv csucsa felé esd U alaka metszéssel tettiik szabadda a sejteket. A
sejteket 50 pmol/l Ca?*-ot tartalmazé modositott JMM oldatban szuszpendaltuk. A
sejtszuszpenziét négy alkalommal iilepitettiik, sziirtik és mostuk egyre novekvd Ca?*

24



crer

cre

M0643, Sigma-Aldrich Co.) oldatban, melyet taurinnal (2,5 g/1), piruvattal (175 mg/1), rib6zzal
(750 mg/l), allopurinollal (13,5 mg/l), NaH2POs-tal (200 mg/l) és NaHCOs-mal (2,2 g/l)
egészitettiik ki. Az oldatot felhasznaldsig folyamatosan karbogén gazzal ekvilibraltuk a kivant
7,3-as pH eléréséhez. Az izolalas soran kapott szuszpenzidban a szabalyos téglalap alaku, ép
harantcsikolatu, €les sz€li és tiszta citoplazmaval rendelkez6 sejtek aranya 30 % és 60 % kozott

valtozott. A sejteket az izolalast kovetd 36 oran beliil felhasznaltuk.

4. abra Az elektrofiziologiai mérésekhez hasznalt kutya bal kamrajabol izolalt
szivizomsejt képe

5.2 Human bal kamrai szivizommintak feldolgozasa

A humén szivizommintdkat és izolalt szivizomsejteket a Szegedi Tudomanyegyetem
Farmakologiai és Farmakoterapias Intézete bocsatotta rendelkezésiinkre. A mintakat olyan
egészséges donor szivekbdl nyerték, amelyekbdl a pulmonaris és aorta billentylik keriiltek
transzplantaciora. A kisérletek Osszhangban voltak a Helsinki Deklaracio alapelveivel.
A kisérletek végrehajtasat a Magyar Egészségiigyi Minisztérium Tudomdanyos és Kutatasetikai
Bizottsdga valamint a Szegedi Egyetem Regiondlis Human Orvosbiologiai Kutatdsetikai
Bizottsaga is jovahagyta (ETT-TUKEB; No. 51-57/1997 OEj és 4991-0/2010-1018EKU
[339/P1/010]). A szivbillentylik eltavolitasat kovetden a szivet hideg (4 °C) cardioplégias
oldatba helyezték és szallitottdk 4t a Szegedi Tudomanyegyetem Farmakoldgiai és
Farmakoterapias Intézetébe. Itt a szivizommintdk egy részét folyékony nitrogénben
fagyasztottak és —80 °C-on taroltak felhasznalasig. A tobbi esetben a bal kamrafal egy artériajat
kaniildltak és az éaltala ellatott szivizomteriiletet perfundaltdk Langendorff apparatus
segitségével. Az emésztési folyamat nagy hasonldsdgot mutatott a kutya szivizomsejtek
emésztéséhez. Kiilonbség volt viszont az emésztd oldat dsszetételében, mert az emésztd oldat

kollagenaz (0,66 g/, Type I, Sigma Chemicals, St. Louis MO, USA) és borju albumin (2 g/l
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Fraction V, Sigma-Aldrich Co.) mellett elasztazt is tartalmazott (0,045 g/l Type Ill, Sigma
Chemicals) és az emésztési folyamat ideje is hosszabb volt (45-90 perc) [88].

5.3 Elektrofizioldgiai mérések

Kisérleteink soran a Sejtszuszpenziobol 2-3 cseppet invertalt mikroszkop (Eclipse TE2000-U,
Nikon Corporation, Tokid, Japan) targyasztalara rogzitett, 1 ml térfogatt plexi mérékadba
cseppentettiink. A folyamatos perfiiziot gravitacio-vezérelt perfuzios rendszerrel értiik el. A kad
és a perfundaldo oldatok hémérsékletét a kisérletek soran végig 37 °C-on tartottuk.
A szivizomsejteket letilepedésiik utan 1-2 ml/perces sebességgel aramlo normal Tyrode oldattal
perfundaltuk. Az elektrodakat kdzvetleniil a kisérlet megkezdése elétt GC100F-15 boroszilikat
iivegkapillarisb6l (Harvard Apparatus Ltd., Kent, UK) készitettik P-2000 tipust
programozhatd mikroelektroda-htzo (Sutter Instruments Co., Novato, CA USA) segitségével.
A mérérendszert a kornyezetb6l szarmazod elektromagneses hullamoktol és mechanikai
rezgésektdl Faraday-kalitka és antivibracios asztal (Newport Corporation, Irvine, CA, USA)
védte. Az elektrodat mechanikus makro- és harom iranyba mozgathaté mikromanipulatorral
(Narishige, Japan) pozicionaltuk. A mérés soran kapott analog jeleket MultiClamp 700B-vel
(Molecular Devices, Sunyvale, CA, USA) erésitettiik, Digidata 1440A késziilékkel (Molecular
Devices, Sunyvale, CA, USA) torténé digitalizalas utan (100 kHz-es mintavételezési

gyakorisaggal) rogzitettiik, majd szamitogépen taroltuk.

erosito
A/D jelatalakitd

.. oszcilloszkép
szamitogep

izolalt szivizomsejt

5. abra Az elektrofiziologiai mérorendszer felépitése
Az abran az elektrofiziologiai mérésekhez hasznalt mérdrendszer vazlatos felépitése lathato.
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5.3.1 Akcios potencialok mérése

A membranpotencial mérésére a Volders és mtsai. altal egysejtes rendszerre kidolgozott,
nagyellenallasu tivegmikroelektrodas eljarast alkalmaztuk [89]. Az akcios potencialok
elvezetésére 3 mol/l-es KClI-dal toltott, 25-50 MQ ellenallasti mikroelektrodat hasznaltunk.
A sejtek ingerlése a kisérletek alatt a méréelektrodon keresztiill 5 ¢és 0,3 s kozotti
ciklushosszakkal folyamatosan zajlott. Az ingerlési frekvenciak valtoztatasakor minden esetben
megvartuk amig a steady-state allapot kialakul, ez altalaban 50 akcios potencialt jelentett. Az
ingerl6 impulzusok id6tartama 1-2 ms, amplitudojuk az ingerkiiszob 120-130 %-a volt. Az
akcios potencialok kisérlet kozbeni folyamatos kovetésére oszcilloszkopot (Hitachi VC-6025,
Hitachi Ltd., Toki6, Japan) hasznaltunk. Minden mérés soran 50 egymadst kovetd akcios
potencialt rogzitettlink, kiértékelésiik egy az intézetiinkben fejlesztett szoftver segitségével
tortént. A program altal kiszamitott paraméterek koz¢ tartozik a nyugalmi membranpotencial
értéke, a depolarizacié maximalis sebessége (Vmax), az akcids potencial amplitidoja, valamint
az akciés potencial 20, 50 illetve 90 %-os repolarizacidjahoz tartozé id6tartama (a
késoébbiekben APD2o, APDsy ¢és APDg), az els6 fazis repolarizaci6 nagysaga
(fesziiltségkiilonbség az akcids potencidl cstcsa €s a ddmot megeldz6 notch kozott) €s a APDgo
felénél mérhetd membranpotencial (plateuso) értéke. Az akcids potencidlok kiértékelésébol
kapott adatokbol az abrakat az Origin (Microcal, Northampton, USA), valamint a PowerPoint
(Microsoft, Santa Rosa, USA) grafikus szoftverek segitségével készitettiik.
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6. abra A kiértékelés soran szamitott akcios potencial paraméterek
Az abra egy reprezentativ akcids potencial segitségével mutatja be a kiértékelésnél szamitasra
keriil6 akcids potencial paramétereket. APA: akcids potencidl amplitidd, APDgo: 90%-0S
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repolarizacidhoz tartozd akcids potencial iddtartam, Plateauso: APDgo felénél mérhetd
membranpotencidl érték, Vmax: felszalld szar meredekség

53.2 londramok mérése fesziiltség-clamp technikaval

kortilmények kozott rogzitettilk. A mérésekhez 2-3 MQ ellenallasti mikroelektrédakat (patch
pipetta) hasznaltunk. Miutan a sejtek felszinét a mikropipettaval megérintettiik, enyhe szivast
alkalmaztunk, amely segitségével egy nagy ellendllasti kapcsolat (>1 GQ) jott 1étre. Ezt
kovetden tovabbi szivas vagy néhany 1 ms hosszisagh 1,5 V-0s elektromos impulzus
alkalmazasaval beszakitottuk az elektroda csticsi része ald esd sejtmembrant. A mérések soran
a soros ellendllds rendszerint 3-8 MQ volt. Amennyiben a soros ellenallas ennél nagyobb volt
vagy a mérés sordn jelentdsen emelkedett (20 %-ot meghalad6an), akkor azt a mérést

elvetettik.

crer

sejtek intracellularis terével. A belsé oldat Osszetételének megvaltoztatasaval befolyasolni

--------

tudtuk példaul a sejt szabad Ca®* koncentraciojat vagy Cl~ koncentraciéjat.

Az elézéekben ismertetett elektrofiziologiai mérérendszer vazlata az 5. abran lathato.
Az ionaramokat minden esetben a sejt kapacitasara normalizaltunk, amelyet egy 15 ms hossza
0 mV-ré6l —10 mV-ra torténd hyperpolarizal6 pulzus segitségével hataroztunk meg. Méréseink

soran a sejtkapacitas 80-200 pF kozotti értéknek adodott.

A lcica) mérésekor az aramot gatloszer érzékeny aramként definialtuk, azonositashoz a kontroll
koriilmények kozott rogzitett aramjelekbdl kivontuk a gatloszer jelenlétében mért aramjeleket.
A lcicca) mérésekor a sejteket —40 mV fesziiltségen tartottuk, majd az aramot 200 ms hosszu,
100 mV ¢és +100 mV kozotti, 20 mV-onként novekvo fesziiltséglépesokkel aktivaltuk

5 masodpercenként.

A 7. abra a kontroll aramgorbébol a 9-AC jelenlétében mért aramgorbe kivonasaval kapott

gatloszer érzékeny aramot mutatja be a +40 mV-os fesziiltséglépcso példaja segitségével.
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7. abra A Kkivonas eredményeként kapott gatloszer szenzitiv aram
Az 4bra a +40 mV-os fesziiltséglépcsd segitségével mutatja be a kivonas miiveletét. NTY:
normal Tyrode oldat, Io-ac: 9-AC szenzitiv aram

AZ lca mérésekor a K™ dramokat a belsd oldatban jelenlevd 20 mmol/l tetraetilammonium-
klorid (TEACI) alkalmazasa mellett, a perfundalé oldathoz adott 3 mmol/l 4-aminopiridin
(4-AP az lo1 gatlasahoz), 1 umol/l E-4031 (szelektiv Ikr blokkold) és 1 pmol/l HMR-1556

(szelektiv Iks blokkolo) hozzaadasaval gatoltuk.

A K" dramok mérésekor a Ica -0t 5 umol/I nifedipinnel gatoltuk, mig a Ina-ot a tartdpotencial

—40 mV-ra torténo beallitasaval inaktivaltuk.

Az aram amplitidokat a nulla vonalhoz vagy a nem inaktivalodo komponenshez Vviszonyitva

olvastuk le.

5.3.3 Akcios potencial voltage-clamp technika

Méreseink soran a Tyrode oldattal perfundalt szivizomsejtek akcios potencialjat a patch-clamp
technika teljes sejtes elrendezésében aram-clamp tizemmodban rogzitettiik. A sejteket a mérd
elektrodan keresztiil folyamatosan ingereltik 1-2 ms szélességli négyszogimpulzusok
alkalmazasaval, melyek amplitaddjat az ingerkiiszob 110—120 %-ara Aallitottuk. Ezaltal az
ingerld jel és az akcids potencidl felszallo szara elkiilonithetéek voltak egyméstél. Minden

sejten 10 egymast kdvetd akcids potencialt rogzitettiink és azokat atlagoltuk. Ezt kovetden az
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erdsitot fesziiltség-clamp modba kapcsolva azt az egy akcios potencialt alkalmaztuk azonos
ingerlési frekvencian fesziiltségparancsként, amelynek a f6 paraméterei legkdzelebb voltak a
tiz rogzitett akcios potencial atlagahoz. A sajat akcios potencialt alkalmazva parancsjelként egy
nulla aramjelet kaptunk (egy nagyon rovid szakasz kivételével, amely az ingerlési artefaktum
¢s az akcios potencial felszallo szara alatt mérhetd), hiszen ebben az esetben a sejt nem igényel
kiils6 aramot sajat akcids potencialja fenntartasahoz. A lcica)-0t specifikus gatloszere, 9-AC
segitségével tettiik lathatova. Az akcids potencial clamp technika alkalmazasaval lehetéségiink
van egynél tobb ionaram akcids potencial alatti lefutasdnak tanulmanyozasara az un. hagyma
hamozas technika segitségével. Ennek lényege, hogy az egyes ionaramokat specifikus
gatloszereik vagy aktivatoraik hozzaadasaval tudjuk lathatova tenni. A mérések soran az egyes
ionaramok a hagyma leveleihez hasonléan lehdmozhatoak az adott ionaram specifikus
gatloszerének vagy aktivatoranak perfundalé oldathoz vald addsdval annak egyensulyi
hatdsanak beallta utan. Az ionaramokat ez esetben az adott szerre szenzitiv aramként
definidljuk. Az ionaram profiljat a szermentes gorbébdl a szer jelenlétében rogzitett gorbe
kivonasaval tehetjiik lathatova. A kovetkezd vizsgdlni kivant ionaramot a specifikus
gatloszerének vagy aktivatoranak segitségével, az elézéekhez hasonldan vizualizaljuk. Az
egyes ionaramokat a kovetkez6 farmakonok segitségével metszettiik ki: 0,5 mmol/l 9-AC-at a
Iciica), 1 pmol/1 nisoldipine-t az Ica, 10 nmol/l isoproterenolt az liso és 20 nmol/l Bay K8644-

et a Isay kseas Vizsgalatara. Az ionaramokat a sejtkapacitasra normalizalva abrazoltuk.

5.4 Intracellularis kalcium mérés

Az intracellularis szabad Ca?' szint valtozas kovetésére epifluoreszcens technikét
alkalmaztunk. A sejteket a raciometrikus Fura-2 membran permedabilis formajaval
(Fura-2-AM), Pluronic F-127 jelenlétében, toltottiikk 10-30 percig szobahémérsékleten Tyrode
oldatban. A sejtszuszpenzidt a korabban leirt mérdrendszer plexikadjdba cseppentettiik.
A sejteket vagy téringerléssel stimulaltuk egy par platina elektrodaval, vagy
négyszogimpulzussal hegyes mikroelektrodan keresztiil, mely utobbi esetben a sejtek akcios

potencidljat is szimultan régziteni tudtuk.

A sejteket xenon ldmpa (Ushio Deutschland GmbH, Steinhoring, Németorszag) 340 és 380 nm
hullamhosszi fényével gerjesztettiik. Az excitacidos hullamhossz valtoztatasat kettds
hullamhossz excitacidés monokromator és a hozza csatlakoztatott Photon Technology
International (PTI) Delta Scan™ (New Brunswick, NJ, USA) berendezés biztositja. A Fura-2
altal kibocsatott fluoreszcens fényt 510 nm-en fotoelektron-sokszorozo (PMT R1527P,
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Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH., Herrsching am Ammersee, Németorszag)

segitségével detektaljuk 500 Hz-es mintavételezési frekvencidval.

Az intracellularis Ca?* szint valtozasara a nem specifikus hattér intenzitas levonasat kovetden
a két hullamhosszon torténd gerjesztés soran mért (FeliX32 Software és Brytebox Interface)
fluoreszcencia-értékek hanyadosabol (R=Fas0/F3g0) kovetkeztettiink. Minden mérés estén tiz
egymast kdvetd Ca?* tranzienst atlagoltunk, meghataroztuk a diastoles Ca?* szintet, valamint a

tranziens amplitidojat.

5.5 Sejtrovidiilés mérése

A sejtrovidiilés mérése soran a sejteket egy par platina elektroda segitségével 1 Hz
frekvenciaval alkalmazott supramaximalis ingerrel stimulaltuk 37 °C-on (Advent Research
Materials Ltd., Oxford, Anglia). Az optikai jeleket (video edge detector system, VED-105,
Crescent Electronics, Sandy, Utah, USA) Digidata 1440A (Molecular Devices) A/D atalakito
segitségével, 240 Hz mintavételi frekvenciaval digitalizaltuk. Az adatok kiértékelése soran 10
egymast kovetd sejtrovidiilést atlagoltunk és meghataroztuk a paramétereit (alapvonal,

csucsérték, amplitido). A sejtrovidiilés mértékét a diastoles sejthossz szdzalékaban fejeztiik ki.

5.6 Immunfestés

A kutya kamrai szivizomsejteket iiveg fed6lemezre iilepitettiik 2-3 oran at 37 °C-on. Az izolalt
sejteket paraformaldehiddel (4 %, 15perc, 22°C) fixaltuk. Az egészséges human
szivmintakbol izolalt kamrai szivizomsejteket targylemezekre iilepitettiik, majd etanolos
fixalast kovetden a mintakat teljesen kiszaritva, -20°C-on tartottuk tovabbi feldolgozasig.
Immunjeldlést megeldz6en a human mintakat rehidraltuk 5% BSA oldatban 2-3 6ran at. Ezt
kovetden harom alkalommal mostuk a mintakat (10 perc, 100mM glicint tartalmazo Phosphate
Buffered Saline (PBS) vagy PBS-Tween20 oldatokkal). A sejteket Triton-X-100 (10 perc,
22 °C) alkalmazasaval permeabilizaltuk, majd a nem specifikus kotéhelyek blokkolasat 1,
illetve 4 % borju szérum albuminnal (BSA) torténé inkubalassal valdsitottuk meg (30 perc
illetve 60 perc, 22 °C). A mintakat ezt kovetden a kovetkez6 elsédleges antitestekkel jeloltiik:
nyulban termeltetett TMEM16A elleni antitest (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA; 1:200), kecskében termeltetett Bestrophin-3 elleni antitest (Santa Cruz Biotechnology,
1:200), nyulban termeltetett Cay1.2 elleni antitest (Santa Cruz Biotechnology, 1:200), egérben
termeltetett ryanodin receptor elleni antitest (BD Biosciences, San Jose, CA, USA,; 1:200), vagy
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egérben termeltetett cytochrome c elleni antitest (Santa Cruz Biotechnology 1:200).
Az elsddleges antitesteket 1 % BSA oldatban higitva, egész éjen at alkalmaztuk 4 °C-on.
Masnap haromszor 10 perces PBS-sel torténd mosast kovetden alkalmaztuk a megfeleld
masodlagos antitesteket: biotinilalt nyul ellen, egér ellen vagy kecske ellen termeltetett antitest
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA, 1:300, 45 perc, 22 °C). Az immunfestés utolsd
specifikus 1épése a Streptavidine Alexa488-al (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA; 1:100,
30 perc, 22 °C) torténd inkubacio, illetve Cy3-jeldlt, egér vagy nyul elleni jelolés volt (Vector
Labs; 1:500, 60 perc, 22 °C). A mintakat a sejtmagokat is jel616 4',6-diamidino-2-fenilindol-t
(DAPI, Vector Labs.) tartalmaz6 Vectashield mounting medium-mal fedtiik. A fluoreszcens
jeloléseket Zeiss 1ézer pasztazo konfokalis mikroszkoppal detektaltuk (Zeiss LSM 510 Meta;
488, 543 és 405 nm excitacids hullamhosszakat hasznalva, 40x olaj immerzios objektivvel).
Annak érdekében, hogy szamszer(sitsiik a fluoroforok ko-lokalizaciojanak mértékét, Pearson
korrelacios koefficienst hataroztunk meg Zeiss LSM510 Software segitségével. A Pearson-féle
korrelacids egyiitthaté a mérések kozotti linedris kapcsolat szorossagat méri. A Pearson-féle

korrelacios egyiitthatot az alabbi képlettel szdmitottuk:

YO — i —y)

r =
Jzz;l(xi C RS (v — 9)?

ahol
I a korrelacios egyiitthato értéke

Xi és yi a két valtozora vett mintak

A korrelacios egyiitthato értéke mindig —1 és +1 kozott van. Ha az r értéke kozel van +1-hez

vagy —1-hez, akkor a két valtozo6 kozott szoros korrelacio van.

5.7 Méréseinkhez hasznalt oldatok osszetétele
Tyrode oldat: 144 mmol/l NaCl; 5,6 mmol/l KCI; 2,5 mmol/l CaCl; 1,2 mmol/l MgCly;
5 mmol/l HEPES és 10 mmol/l gliikoz (pH=7,4).

Az akcids potencial fesziiltség-clamp mérésekor hasznalt pipettaoldat Osszetétele (puffer
nélkil): 110 mmol/l K-aszpartat; 45 mmol/l KCI; 1 mmol/l MgClz; 5 mmol/l HEPES; és
3 mmol/l K>-ATP (pH=7,2).
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Az akcids potencidl fesziiltség-clamp mérésekor hasznalt pipettaoldat Osszetétele (EGTA):
100 mmol/l K-aszpartat; 45 mmol/l KCI; 1 mmol/l MgClz; 5 mmol/l HEPES; 10 mmol/l EGTA
¢és 3 mmol/l K-ATP (pH=7,2).

Az akcids potencial fesziiltség-clamp mérésekor hasznalt pipettaoldat 6sszetétele (BAPTA):
100 mmol/l K-aszpartat; 45 mmol/l KCI; 1 mmol/l MgClz; 5 mmol/l HEPES; 10 mmol/Il
BAPTA és 3 mmol/l K>-ATP (pH=7,2).

A lcaL mérésekor a pipettak feltoltésére az alabbi Gsszetételti oldatot hasznaltuk: 110 mmol/l
KCI; 40 mmol/l KOH; 10 mmol/l HEPES; 10 mmol/l EGTA; 20 mmol/l TEACI és 3 mmol/I
Ko-ATP (pH=7,2).

A K" aramok mérésekor a belsd oldat Gsszetétele a kovetkezé volt: 110 mmol/l K-aszpartat,
45 mmol/l KCI, 1 mmol/l MgClz, 10 mmol/l EGTA, 3 mmol/l K>-ATP, 0,25 mmol/l GTP,
5 mmol/l HEPES (pH=7,4).

5.8 Statisztikai elemzés

A kozolt adatok a kisérleti eredmények szamtani kozépértékei + a kozépérték koriili standard
hiba. A csoportok osszehasonlitdsa soran egyszempontos variancianalizist, Student-féle
kétmintas t-probat vagy onkontrollos t-probat alkalmaztunk az adott statisztikai kérdéseknek

megfelelden. Az adatok kozott az eltéréseket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.
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6. EREDMENYEK

6.1 A kalcium-fligg6 kloridaram jellemzése négyszogimpulzusok

alkalmazasaval
A lcica-0t 9-AC- vagy DIDS-érzékeny aramként azonositottuk. A sejteket —100 mV és
+100 mV kozotti membranpotencial tartomanyban, 20 mV-onként ndvekvd, 200 ms hossza
négyszdgimpulzusokkal stimulaltuk 6t masodpercenként. A méréseket Ca®* puffert nem
tartalmazd belsé oldattal végeztilk. Kontrollnak tekintettik a gatloszer nélkiill mért
aramgoOrbéket. A Kontroll aramgorbék felvételét kovetden a sejteket a két gyakorta hasznalt
klorid aram blokkoldéval, 0,5 mmol/l 9-AC-val vagy 0,2 mmol/l DIDS-sel perfundaltuk, majd a
gatlas kialakulasa utan ismét rogzitettiik az aramgorbéket. A 9-AC-, illetve DIDS-szenzitiv
aramgorbéket ugy kaptuk meg, hogy kivontuk a kontroll koriilmények kozott rogzitett

aramokbdl a gatldszer jelenlétében mért aramgorbéket (8. dbra A és B).
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8. abra A Ici(ca) fesziiltségfiiggése kutya kamrai szivizomsejteken
Az iondramokat —100 és +100 mV kozotti depolarizald impulzusokkal aktivaltuk. Az
abrabetéten az alkalmazott fesziiltségparancsok lathatok. (A) Reprezentativ DIDS szenzitiv, és
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(B) 9-AC szenzitiv aramgorbék. (C) A 9-AC és DIDS szenzitiv aramok fesziiltségfiiggése. Az
n a mérések szamat jeloli.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a 9-AC és a DIDS-szenzitiv aram 15 ms-on beliil
aktivalodott, és az aram amplitidoja 30 ms-on beliil gyakorlatilag nullara csékkent. —40 mV
vagy annal negativabb membranpotencialok esetén negativ iranya kitéréseket, azaz inward
aramokat kaptunk, —40 mV-t6l pozitivabb membranpotencial tartomanyban pedig pozitiv, azaz
outward aramokat mértiink. A gatloszer-szenzitiv aram amplitidojat a maximalis aram ¢€s az
impulzus végén mérhetd aram kiilonbségeként hatdroztuk meg. A sejtkapacitasra normalizalt
aram amplitaidokat az ingerl6 impulzusok fliggvényében abrazoltuk (8.abra C).
Megallapitottuk, hogy a 9-AC- és DIDS-érzékeny aram amplitdidok nem kiilonbdznek
szignifikansan egymastol. Az dram-fesziiltség goérbe mindkét gatloszer jelenlétében hasonlod
lefutasu, harang alaka gorbe. Legnagyobb aram amplituidokat +60 mV membranpotencial

esetén mértink.

6.2 A 9-AC és a DIDS hatasa a kamrafal midmyocardialis sejtjeinek akciés
potencialjara
A két gatloszer akcios potencial morfologiara kifejtett hatasat a kamrafal k6zépso rétegébdl
szarmazd, midmyocardidlis sejteken vizsgéaltuk. Az akcids potencidlokat supramaximalis
négyszogimpulzusokkal valtottuk ki, az ingerlési ciklushosszakat 0,3s és 5s kozott
valtoztattuk (0,3 s;0,55;1s; 2s; és 5 s hosszu ingerlési ciklusokat alkalmaztunk). Kontrollnak
a normal Tyrode oldattal perfundalt sejtek akcios potencialjat tekintettiik. A kontroll akcios
potencialok felvételét kovetden (leghosszabb ciklushossz fel6l haladva a legrovidebb felé), a
sejteket 0,2 mmol/l DIDS vagy 0,5 mmol/l 9-AC tartalmt normal Tyrode oldattal perfundaltuk.
A gatloszerek hatasa minden esetben 7-8 perc alatt kialakult, és stabil maradt. Ekkor ismételten
rogzitettiik az akcios potencidlokat az 5 kiilonb6zo ingerlési ciklushosszon. A mérés sorozat

végén a sejteket ismét gatloszermentes, normal Tyrode oldattal perfundaltuk.
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9. abra A 9-AC és DIDS akciés potencial morfologiara Kkifejtett hatiasanak
osszehasonlitasa

Reprezentativ hegyes mikroelektrodaval mért akcids potencialok 0,2 mmol/l DIDS (A) és
0,5 mmol/l 9-AC jelenlétében. A bekarikazott abrabetéten az akcios potencialok elsé 15-20 ms-
anak nagyitasa lathato. A 90%-os repolarizacional mért akcids potencial id6tartam valtozas (C),
elsé fazis repolarizacié amplitddo valtozas (D), a felszallo szar maximalis sebesség valtozas
(E) és a plateau potencial valtozas (F) az ingerlési frekvencia fliggvényében abrazolva. A
szimbolumok a mérések atlagait illetve a kozépérték kozepes hibdjat (SEM) demonstraljak.
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Megallapitottuk, hogy 0,2 mmol/l DIDS hataséra az akcids potencial idtartama megnott €s az
elsd fazis repolarizacié amplitidoja lecsokkent. Emellett azt is megfigyeltiik, hogy DIDS
alkalmazasa esetén lecsokkent az akcios potencial felszallo szaranak a meredeksége is. Ezen
hatasok reverzibilisnek bizonyultak, hiszen a DIDS kimosasakor a kontrollhoz hasonl6 akcios
potencialokat mértiink. A 9-AC perfiziojakor is hasonld eltéréseket tapasztaltunk, nevezetesen
a 9-AC is nyujtotta az akcids potencialt és csokkentette az elsd fazis repolarizacié mértékét, de
az akcios potencial felszalld szaranak meredekségét nem valtoztatta meg. A DIDS-sel, illetve a
9-AC-val végzett mérések eredményeit atlagolva megallapitottuk, hogy a vizsgalt ingerlési
frekvencia tartomanyban mindkét gatloszer szignifikdnsan megnovelte az APDgo értékét a
kontrollhoz képest (n=6, illetve n=15). 1 s-0s ingerlési ciklushosszon DIDS hatasara az APDgo
érteke 21,21+2,19 ms-mal ndtt meg, mig a 9-AC 24,34+3,3 ms-mal ndvelte ezen paramétert
(p<0,05). Az APDgo valtozas mindkét gatloszer esetén forditott frekvenciafiiggének bizonyult.
Ez azt jelenti, hogy a gatloszer okozta APDgo valtozas nagyobb volt hosszabb ingerlési
ciklushosszak, azaz alacsonyabb ingerlési frekvenciak esetén. Mindkét gatloszer szignifikans
mértékben csokkentette az elsd fazis repolarizacid nagysagat, de a ciklushossztol vald fiiggésiik
kiilonbozott. A 9-AC az dsszes ciklushosszon azonos mértékben csokkentette az elsé fazis
repolarizacié nagysagat. A DIDS rdovidebb ciklushosszaknal a 9-AC-hoz hasonld gatlast
okozott, viszont magasabb ciklushosszak esetén (2 és 5 S) a csokkenés mértéke szignifikansan
nagyobb volt. 2s-os ciklushossz esetén a 9-AC és a DIDS rendre 8,7+1,0 mV-tal és
11,7+1,3 mV-tal csokkentette az elsd fazis repolarizacio amplitidojat, 5 s-0s ciklushossznal a
valtozas 8,6+1,0 mV ¢és 12,3+1,4 mV volt 9-AC, illetve DIDS esetén (p<0,05).

A DIDS szignifikansan csokkentette az APA és a Vmax értékét is, 1 s-0s ciklushosszon a Vmax
értékének csokkenése —94,2+28,9 V/s volt (p<0,05). A Vmax valtozasa aranyos a
fesziiltségfiiggd Na* csatornak aktivitasaval [91]. A 9-AC nem befolyasolta ezen paramétert,
250,0+£16,8 V/s-nak és 248,2+17,4 V/s-nak adodott kontroll koriilmények kozott, illetve 9-AC
jelenlétében. A plateauso értékét mindkét gatloszer novelte, 1 s-0s ciklushossz esetén a 9-AC
3,4+1,1 mV-tal a DIDS pedig 1,7+0,7 mV-tal. Azonban mig a DIDS hatésa fliggetlen volt a
ciklushosszaktol, addig a 9-AC plateauso emeld hatasa nagyobb mértékii volt alacsonyabb
ciklushosszak esetén. A nyugalmi membranpotencial értékét egyik gatloszer sem befolyésolta
szignifikans mértékben.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a 9-AC ugyanolyan hatasos lcica) gatloszer kutya
szivizomsejteken, mint a kordbban gyakorta alkalmazott DIDS, viszont nem befolyésolja a
fesziiltségfiiggd Na® csatorndk miikodését, ezért tovabbi méréseinkben egyediil a 9-AC-t

alkalmaztuk a lcica) vizsgalatara.
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6.3 A 9-AC dézisfliggé hatasa az akciés potencial paramétereire

A megfelelé 9-AC koncentracionak a kivalasztasahoz vizsgaltuk a 9-AC koncentracio-fiiggd
hatéasait az akcids potencial paramétereire. A 9-AC-t 0,05 mmol/l és 1 mmol/l koncentracio
tartomanyban kumulativ médon alkalmaztuk. Ujabb dézis alkalmazasa eltt minden esetben
legalabb 8 percet vartunk a hatas beallasahoz. A sejteket 1 s-os ingerlési ciklushosszak mellett

folyamatosan ingereltiik.
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10. abra A 9-AC kiilonb6z6 koncentracidéinak hatisa az akcios potencial paramétereire

(A) Reprezentativ hegyes mikroelektrodaval mért akcids potencialok kontroll koriilmények
kozott illetve kiilonbozd 9-AC dozisok jelenlétében. A bekarikdzott dbrabetét az akcids
potencial els6é 20 ms-anak nagyitasa. Az APDgg (B) és az els6 fazis repolarizacié amplitado
értékeinek (C) valtozasa kontroll illetve novekvo 9-AC koncentraciok jelenlétében valamint a
gatloszer kimosasat kovetden. A * jeloli, ha a valtozas a kontrollhoz képest szignifikdnsnak
adodott (p<0,05). Az n a mérések szamat jeloli.

Eredményeink azt mutattak, hogy a 9-AC akcids potencidl nyujtd és elsdé fazis repolarizaciot
csokkent6 hatasai dozisfiiggd modon alakultak ki. 0,3 mmol/l az a legkisebb 9-AC dozis, mely
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szignifikans APD ¢és elsé fazis repolarizacio valtozasokat okozott. A 0,5 mmol/l 9-AC tovabb
csokkentette az elsd fazis repolarizaciot, és nyujtotta az APD-t. Az 1 mmol/l koncentracioj
9-AC mar nem okozott tovabbi valtozast az akcids potencial paramétereiben, és még ebben a
koncentracioban sem tapasztaltunk csokkenést az akcids potencial felszalld szaranak

meredekségében.

6.4 A 9-AC hatasa az akcios potencial kialakitasaban résztvevo ionaramokra
Ahhoz, hogy a 9-AC-at megbizhatdan alkalmazzuk akcids potencial clamp mérésekben, fontos
volt megvizsgalnunk, hogy mennyire tekinthetd specifikus gatloszernek, azaz 0,5 mmol/l
koncentracioban milyen mértékben befolyasolja az akcids potencial kialakitasaban résztvevo
ionaramokat. Ezeket a méréseket négyszogimpulzusok alkalmazasaval fesziiltség-clamp
koriilmények kozott végeztilk. A sejteket ebben az esetben is legalabb nyolc percig
perfundaltuk 9-AC-vel.

A lcica) Ca®*-fiiggd természete miatt az aram vizsgalata soran elengedhetetlen, hogy olyan
gatloszert alkalmazzunk, melynek nincs hatdsa az L-tipusi Ca®'-csatornara. Ezért elsdként a

9-AC IcaL-ra gyakorolt hatasat vizsgaltuk.
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11. abra 9-AC hatasa az ionaramokra
A kontroll, illetve 0,5 mmol/l 9-AC jelenlétében mért lcaL (A), Ikr (C), ks (E) és Ik1 (G). Az
oszlopok a mérések atlagait illetve a kozépérték kozepes hibajat (SEM) demonstraljak. Az n a
mérések szamat jeloli.
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Az lcar-ot 400 ms hosszu —40 mV tartéfesziiltségrol +5 mV-ra torténd depolarizald
négyszogimpulzussal aktivaltuk 5 méasodpercenként ismételve (0,2 Hz). Megallapitottuk, hogy
0,5mmol/l  9-AC nem befolyasolta szignifikinsan az Icar amplitadojat, mely
—5,34+0,44 A/F-nak addodott kontroll koriilmények kozott, illetve —5,27+0,44 A/F volt 9-AC

jelenlétében (n.s., n=6).

A kutya akcios potencial repolarizaciojaban jelentds szereppel bir a Ikr és a lks. Az aramok
gatlasa akcios potencial idétartam novekedést okoz. Ezért a 9-AC APD-ot noveld hatasanak
elemzésekor fontos volt, hogy elkiilonitsiik a 9-AC-nak a repolarizal6 aramra kifejtett esetleges
gatl6 hatésat.

A 9-AC Ikrre gyakorolt hatdsanak tanulmanyozasara a sejteket —40 mV tartofesziiltségrol
+50 mV-ra depolarizéltuk 1 s-ig, majd a membranpotencialt ismét —40 mV-ra allitottuk. Az
impulzusprotokollt 20 s-onként ismételtiik (0,05 Hz). A Ik-ét a depolarizalo impulzus
kikapcsolasakor  fennmaradé  farokaram  amplitiddjanak  mérésével  jellemeztiik.
Megallapitottuk, hogy a 9-AC alkalmazasa nem volt hatassal a Ixr farokaram amplitadojara, az
aramdenzitasok 0,73+0,05 A/F-nak és 0,72+0,05 A/F-nak adodtak kontroll, illetve 9-AC
jelenlétében (n.s.; n=4).

A lks-€ét 5 s hosszl +50 mV-ra torténd depolarizacidval aktivaltuk. A tartofesziiltség —40 mV,
az ingerlési frekvencia 0,1 Hz volt. Az impulzust kdvetéen a membranpotencialt ismét —40 mV
fesziiltségre allitottuk. A lks-t szintén a farokaram amplitiddjanak mérésével jellemeztiik. Ot
sejten mért adatok alapjan elmondhato, hogy a lks amplitidoja nem valtozott 9-AC hatésara, a
sejtkapacitasra normalizalt aram amplitad6é 1,66+0,03 A/F és 1,61+£0,05 A/F volt kontroll
koriilmények kozott, illetve 9-AC perfazidja soran.

Az akcids potencial késoi repolarizacidjaban a Iki is szerepet jatszik. A Ik vizsgalatahoz a
sejteket =80 mV-r6l —135 mV-ra torténd hiperpolarizalé impulzusokkal aktivaltuk. A 0,2 Hz
meg.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a 9-AC nem valtoztatta meg az aram amplitadojat,
mely hat sejten atlagolva —18,00+1,54 és —18,36+2,16 A/F-nak adodott kontroll koriilmények
kozott, illetve 9-AC jelenlétében.

6.5 A Ca?**-fligg6 Cl- aram Ca**-fliggésének tanulmanyozasa

A lcicay Ca®*-fiiggésének tanulméanyozasahoz két eltéré Ca?* kotési kinetikaval rendelkezd

kelatort, az EGTA-t és a BAPTA-t alkalmaztuk intracellularisan. A BAPTA Ca?* kotési
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kinetik4ja mintegy két nagysagrenddel gyorsabb, mint az EGTA-¢. A méréseket konvencionalis
fesziiltség-clamp koriilmények kozott végeztik. A lcica-t €z esetben is 9-AC-szenzitiv

aramként definialtuk, és —60 és +60 mV kozotti depolarizald impulzusokkal aktivaltuk.

60 mV
A=20mV
-40 mV
-60 mV
200 ms
CL=5sec —m— ICI(Ca) Tyrode oldatban
—o— lgyca) NISO jelenlétében
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12. abra A Iciica) Ca?* fiiggése kutya kamrai szivizomsejteken

(A) A Icica) membranpotencial fiiggése Ca?* puffer nélkiil, 10 mmol/l EGTA és 10 mmol/l
BAPTA jelenlétében. (B) A lcicay és IcaL aram-fesziiltség Osszefiiggése Tyrode oldat és
1umol/l nisoldipin (NISO) jelenlétében. A * jeldli a szignifikans eltérést a Tyrode oldatban
meért adatokhoz képest (p<0,05). Az n a mérések szamat jeloli.

10 mmol/l BAPTA hatasara a lg.ac amplitddok nullara csokkentek, a +60 mV-nal mérhetd
aramdenzitas 2,44+0,28 A/F-ro6l 0,07+0,01 A/F-ra csokkent. Ezzel szemben 10 mmol/l EGTA
ugyan csokkentette a lg-ac amplittidoit, de nem sziintette meg az aramot és nem valtoztatta meg
az aram membranpotencial-figgését. A +60 mV-nal mérhetd aram amplitidoja
1,49+0,27 A/F-nak adédott EGTA jelenlétében.

A lcica) Ca?*-fiiggésének tovabbi vizsgalata sordn az intracellularis Ca?" koncentraciot
1,1 umol/l értékre A4llitottuk be, mely érték a systole alatt mérhetd globalis Ca*
koncentracionak felel meg. Ezt a pipetta oldathoz megfeleld mennyiségii Ca?* és 4,5 mmol/l
BAPTA hozzaadasaval értiik el (Anyagok és Modszerek fejezet). A +60 mV-ra torténd
depolarizacioval mérheté aram denzitds ebben az esetben 0,31+0,06 A/F volt, mely ugyan
nagyobb, mint a 10 mmol/l BAPTA jelenlétében mért érték, de joval Kisebb, mint amit a

kontroll koriilmények kozott, puffer mentes belsd oldattal mértiink.
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Az extracellularis Ca?* szerepének a tisztazasara, a méréseinket elvégeztiik az L-tipusi Ca®*
csatorna szelektiv gatloszerének tekintheté nisoldipin jelenlétében is. 1 umol/l nisoldipint
alkalmazva mind az lcaL , mind lg.ac amplitadoi kozel nulla értékre csokkentek. Ezen adatok
alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a Ici(cq) fiziologias aktivacidjaban nagy szerepe van az L-

tipusti Ca®* csatornakon keresztiil bearamlé Ca®*-nak.

6.6 A Ca%*-fliggd Cl- aram profilja az akciés potencialja alatt. Az intracellularis

Ca?* pufferelésének hatasa
Annak érdekében, hogy tanulméanyozzuk a Icica) akcids potencidl kialakitdsdhoz valo
hozzajarulasat az akcios potencial —voltage-clamp technikat alkalmaztunk. A
négyszogimpulzusokkal kivaltott arammal szemben akcios potencial voltage-clamp technika
hasznalataval az aram akcios potencial alatti lefutasat kovethetjiik nyomon. Azért, hogy a lci(ca)
aktivaciojat fiziologias koriilmények kozott detektaljuk, nem befolyasoltuk a sejt Ca2*
homeostasisat, azaz nem puffereltiik az intracelluldris Ca®*-ot. A tovébbi kisérletek soran akcios
potencial voltage-clamp technika és egyidejii epifluoreszcens Ca?* méréssel megvizsgaltuk a
BAPTA és az EGTA hatésat a lcica-ra és a Ca?* tranziensre. A lcicay mellett a lca -t is lathatova
tettiik az un. hagyma hamozas technika segitségével, melynek soran egy sejten egyszerre tobb
ionaram akcios potencial alatti lefutasat is vizsgalhatjuk specifikus gatloszereik (jelen esetben

9-AC és nisoldipin) segitségével. Részletesebb leirasért lasd 5.3.3. fejezetet.
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13. abra A Icica) akcios potencial alatti lefutasanak vizsgalata akcios potencial-clamp
technikaval
(A) Reprezentativ Ca?* tranzienseket kontroll koriilmények kozott (Ca®* puffer nélkiili) és Ca?
puffert tartalmazo pipetta oldatokkal (BAPTA és EGTA) mértiink. (B) Reprezentativ akcids
potencialok, illetve paraméterei Ca?" puffer nélkiil, 10 mmol/l EGTA és 10 mmol/l BAPTA
jelenlétében. (C) Akcids potencial clamp koriilmények kozott mért nisoldipin szenzitiv
aramgorbék (Iniso), illetve paraméterei Ca?* puffer nélkiil, EGTA és BAPTA jelenlétében. (D)
Reprezentativ 9-AC szenzitiv aramgdrbék (ls-ac) Ca®" puffer nélkiil, EGTA és BAPTA
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jelenlétében. Az aramgorbe els6 35 ms-anak nagyitasa lathato az abrabetétben. A * jeldli, ha a
véltozas a Ca?* puffer nélkiilihez (n=15) képest szignifikansnak adodott és + jeldli, ha a véaltozas
az EGTA és BAPTA kozott szignifikansnak adodott (p<0,05, n=5 és 6).

A Ca?" kelator mentes pipetta oldattal dializalt sejteken a 13. abran bemutatott Ca’*
tranzienseket és akcids potencialokat rogzitettiink. Abban az esetben mikor 10 mmol/l EGTA-t
vagy BAPTA-t adtunk a pipettaoldathoz a Ca®* tranziensek eltiintek és a sejtek kontrakcidja is
megsziint. BAPTA jelenlétében jelentésen megnyult az akcios potencial, megemelkedett az
akcios potencial plateau potencialja és csokkent az elsé fazis repolarizacié mértéke. Az EGTA
hatasara csupan az elsé fazis repolarizacio amplitidoja csokkent, de ez a valtozas Kisebbnek
adodott, mint BAPTA esetén. A nisoldipin szenzitiv aram (Iniso) lefutasara is eltéré hatassal
volt az EGTA ¢és a BAPTA. Amig BAPTA jelenlétében szignifikansan megndtt a Iniso
amplitudoja és az aram altal szallitott 6ssztoltés mennyisége, addig az EGTA-nak nem volt
hatdsa ezen paraméterekre. A Iniso elsdsorban a lcaL-nak felel meg, de mellette az dsszes
nisoldipinnel gatolhato, Ca®*-fiiggd elektrogén folyamat is hozzajarul. Subepicardiélis sejteken
Ca?* puffer mentes pipetta belsé oldattal un. ,,kétcsticst” lca -0t mértiink az akcios potencial
alatt [92]. Ennek hatterében az all, hogy subepicardialis sejtekben tapasztalt nagy amplitadoja
elsé fazis repolarizacié miatt az L-tipusa Ca?* csatornak ujra aktivalodnak. BAPTA
jelenlétében az lcaL masodik cstcsa is eltiinik.

A 9-AC egy korai outward és egy kés6i inward aramot metszett ki akcios potencial voltage-
clamp technikdval. Az outward komponens az elsd fazis repolarizacionak megfelelden
jelentkezett, 5,5+0,6 ms-mal az akcios potencial csucsat kovetden és 5,1+0,6 ms-mal az els6
fazis repolarizacio legmélyebb pontjat (notch) megelézve. Az amplitudoja 1,62+0,06 A/F-nak,
adodott (n=15). Az inward komponens amplitidéja —0,16+0,02 A/F volt (n=15), mely id6ben
az akcios potencial terminalis repolarizacidjanak megfelelden jelentkezett. Az IcaL-mal
Osszehasonlitva a Icica) outward cstlicsa idében 6,4+0,5 ms-mal kés6bb jelentkezett, mint a lca,L
inward cstcsa (p<0,05; n=6). BAPTA hatasara mindkét komponens amplitiddja kozel nullara
csokkent, az outward és inward komponens amplitidéja rendre 0,13+0,10 A/F —0,08+0,02 A/F
volt. (n=6) Az EGTA csak az outward komponens amplitudojat csokkentette szignifikans
mértékben 1,62+0,06 A/F-rdl 1,17+0,09 A/F-ra (p<0,05; n=9), de a csokkenés mértéke kisebb
volt, mint amit BAPTA jelenlétében tapasztaltunk. Az aramok altal szallitott Ossztoltés
mennyiségek Osszehasonlitasaval is hasonlo eredményeket kaptunk: az outward komponens
11,32+0,91 fC/pF-rol 9,48+0,84 fC/pF-ra csokkent EGTA, és 0,61+0,30 fC/pF-ra BAPTA
jelenlétében. Az inward komponens alatti toltésmennyiség —2,47+0,66 fC/pF-rol
—2,30+0,62 fC/pF-ra cs6kkent EGTA ¢és —1,06+0,38 fC/pF-ra BAPTA jelenlétében. A BAPTA
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¢s az EGTA hatéasaiban tapasztalt eltérésekért valoszinileg a BAPTA, EGTA-hoz viszonyitott

gyorsabb és ezaltal effektivebb Ca?* kotése a felelds.

6.7 Az intracellularis CI- koncentracié megvaltoztatasanak hatasa a Ca**-fligg6
Cl- aramra

Annak érdekében, hogy bizonyitsuk, hogy az altalunk vizsgalt ionaram esetén a Cl-0k a
t6ltéshordozok, megvaltoztattuk az intracellularis ClI™-0k koncentracidjat. Az eddig bemutatott
kisérletekben a pipetta oldat és igy a sejten beliili tér C1~ koncentracioja 47 mmol/l volt, amit
27 mmol/l-re (equimolaris aspartattal helyettesitve) csokkentettiik. Ezzel valtozott a Cl™-ok
egyensulyi potencidljanak értéke, €s vele egyiitt a hajtéerd is. A 47 mmol/l intracellularis C1™
koncentraci6 esetén a Cl egyenstlyi potencidlja —32 mV, a csokkentett CI™ tartalmi
intracellularis oldatot hasznalva a Cl™ egyenstlyi potencialja —47 mV lett.

Megallapitottuk, hogy a CI” hajtéerejének megvaltoztatasanak hatasara a ls.ac oOutward
komponensének amplitidoja és a gorbe alatti teriilete megndvekedett, emellett az inward
komponens gyakorlatilag eltiint (14. abra G és H). A lg.ac-ot az aktualis membranpotencial
fliggvényében dabrdzolva az un. fazis-sik diagramot kapjuk meg. Ezen diagramokrol
leolvashat6, hogy fiiggetleniil az intracellularis CI- koncentraciotél a Is.ac egy sziik
membranpotencial tartomanyban, az elsé fazis repolarizacionak megfelelden aktiv (14. abra E

¢és F).
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14. abra Az intracellularis CI” koncentracié megvaltoztatasanak hatasa a Icica)-ra

A pipetta oldata vagy 47 mmol/l (A, C, E) vagy csokkentett, 27 mmol/l (B, D, F) Cl -t
tartalmazott. A sejt sajat akcios potencialjat (A és B) hasznaltuk parancsjelként és mértiik a 9-
AC szenzitiv aramot (C és D). Az E és F panelon az un. fazis-sik gorbék lathatok, melyeket a
lo-ac amplitidokat a membranpotencial fiiggvényében abrazolva szerkesztettiink. A nyilak a
gorbék idobeli lefutasat jelzik. A G és H panelon a lo-ac Outward ¢s inward aramcsucsait, illetve
az aramgorbe alatti teriiletek atlagait mutatjak. A * jeloli, ha a valtozas a 47 mmol/l Cl -t
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tartalmazoé pipetta oldathoz (kontroll) képest szignifikansnak adodott (p<0,05). Az n a mérések
szamat jeloli.

6.8 A Ca?*-fliggo Cl- aram két kiilonb6z6 ingerlési frekvencian

Az intracellularis Ca?" koncentraciot az ingerlési frekvencia valtoztatasaval is befolyasolni
lehet. Korabbi kisérleteinkben mar megallapitottuk, hogy a 9-AC hatasa forditott
frekvenciafiiggd, vagyis magasabb ingerlési frekvencidkon kisebb mértékii akcids potencial
nytjté hatassal rendelkezik, mint alacsonyabb ingerlési frekvenciakon (15. abra A és B). A
pozitiv Iépcsdjelenség értelmében magasabb ingerlési frekvenciakon a sejtben mind a systoles,
mind a diastoles Ca?" koncentraci6 megemelkedik (15. abra D), mert ilyenkor a Ca?*
eltavolitasara kevesebb id6 all rendelkezésre. Ebben a kisérletsorozatban a sejteket elébb 1 Hz,
majd 2 Hz frekvenciaju impulzussal stimuldltuk, és vizsgaltuk a Io.ac amplitidojanak
valtozasat. Az eldzetes varakozasainknak megfelelden, a lo-ac amplitudoja és az éltala szallitott
teljes toltés mennyisége is szignifikins mértékben megemelkedett amikor az ingerlési

frekvenciat 1-r6l 2 Hz-re noveltiik.
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15. abra Az ingerlési frekvencia valtoztatas hatisa a lcica-ra akciés potencial clamp
koriilmények kozott

A sejt sajat, 1 Hz (A) és 2 Hz (B) ingerlési frekvencian mért akcios potencialjat hasznaltuk
parancsjelként. Reprezentativ 9-AC szenzitiv dramgorbék (C) és Ca?* tranziensek (D),
melyeket szintén 1 Hz-es és 2 Hz-es frekvencian rogzitettiink. A C panel abrabetétén a Io.ac
gorbe els6 30 masodpercének nagyitasa lathatd. Az E és F panelokon a lg-ac outward és inward
aramcsucsait, illetve az aramgorbe alatti teriiletek atlagait mutatjak. A * jeloli, ha a valtozas az
1 Hz ingerlési frekvencian mért értékhez képest szignifikansnak adodott (p<0,05). Az n a
mérések szamat jeloli.
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6.9 AzL-tipusu Ca?* aram emelésével a Ca?*-fliggé Cl- aram is né

A nisoldipin jelenlétében végzett kisérletek ravilagitottak arra, hogy a lcica) aktivacidjaban
kritikus szerepe van az lca-nak. Ennek tovabbi bizonyitasa érdekében Ica-ot két egymastol
eltér6 modon aktivaltuk, és vizsgaltuk a lcica-ra gyakorolt hatdsat. Az lcaL amplitadojat
indirekt modon, a B adrenerg jelatviteli utvonal aktivalasaval, valamint direkt modon egy

ioncsatorna aktivator alkalmazasaval noveltuk.

6.9.1 Azlsoproterenol lqca aktivaciojara kifejtett hatdsanak vizsgalata

A B-adrenerg receptorokat egy nem specifikus agonista alkalmazasaval, isoproterenollal
aktivaltuk. Ennek hatasara protein-kinaz A fliggd foszforilacid révén az IcaL amplitaddja
megndtt. Megéllapitottuk, hogy 10 nmol/I isoproterenol dupldjira novelte a sytoles Ca®*
koncentraciot és szignifikans mértékben emelte az akcios potencial plateau potencial értékét és
rovidiilt az akcios potencial hossza is (p<0,05) (16. abra A és B). Ezen hatasokért a kalcium
csatorna és a Ks csatorna foszforilacioja tehetd feleléssé [93]. Akcios potencial voltage-clamp
koriilmények kozott az isoproterenol hatasara megjelené aramnak két komponense volt, melyek
az lcaL, illetve a lks és Ikr aktivacidjanak tulajdonithatéak (16. abra C). Isoproterenol
jelenlétében szignifikansan nagyobb 9-AC-érzékeny aram (Io.ac) outward és inward
komponenst mértiink a kontrollhoz képest (16. abra D). Az outward komponens
3,10+0,21 A/F-nak, mig az inward komponens —0,36+0,10 A/F-nak adddott isoproterenol

kezelés estén (p<0,05; n=6).
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16. abra A Icica) aktivalasa isoproterenollal

Az A és B panelokon bemutatott akciés potencialokat, illetve Ca?* tranzienseket kontroll
koriilmények (Tyrode oldat), illetve 10 nmol/l isoproterenol (ISO) jelenlétében mértiik. A
kontroll koriilmények kozott rogzitett akcidos potencialok szolgaltak fesziiltségparancsként az
akcios potencial voltage-clamp mérések soran. A C panel az isoproterenol érzékeny aramot, az
E panel a 9-AC érzékeny aramot abrazolja, melyet isoproterenol jelenlétében rogzitettiink. A
D ¢s F panelokon a lg.ac outward és inward aramcsucsait, illetve az aramgorbe alatti tertiletek
atlagait mutatjak. A * jeldli, ha a valtozas a kontrollhoz (isoproterenollal nem kezelt) képest
szignifikansnak adodott (p<0,05). Az n a mérések szamat jeloli.
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6.9.2 Bay K8644 |, aktivacidjara kifejtett hatdsanak vizsgalata

A dihydropiridinek koz¢é tartozé Bay K8644 direkt mddon noveli a Icar amplitddojat. Az
isoproterenol hatasahoz hasonldan, 20 nmol/l Bay K8644 is szignifikans mértékben novelte a
Ca?" tranziens amplitudojat. A Bay K8644 hatasara csokkent az elsé fazis repolarizacio
mértéke, emelkedett az akcios potencial plateau fazisa és megnovekedett az akcios potencial
iddétartama. Akcids potencidl voltage-clamp koriilmények kozott a Bay K8644 hatasara
megjelend aramnak csak egy komponense volt, ami az Ica-nak tulajdonithat6 (17. abra C). Az

lo-ac outward és inward komponensei kétszeresére néttek Bay K8644 hatasara (p<0,05; n=8).
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Az A és B panelokon reprezentativ akcids potencidlok illetve Ca?" tranziensek lathatok kontroll
kortilmények (Tyrode oldat) illetve 20 nmol/L Bay K&8644 jelenlétében. A kontroll
koriilmények kozott rogzitett akcids potencidlok szolgaltak fesziiltségparancsként az akcios
potencial voltage-clamp mérések soran. A C panel az Bay K8644 érzékeny aramot, az E panel
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a 9-AC érzékeny aramot abrazolja, melyet Bay K8644 jelenlétében rogzitettiink.. A D és F
panelokon panelokon a lo-ac outward és inward aramcsucsait, illetve az aramgorbe alatti
teriiletek atlagait mutatjak. A * jel6li, ha a valtozas a kontrollhoz (Bay K8644-gyel nem kezelt)
képest szignifikansnak adodott (p<0,05). Az n a mérések szamat jeloli.

A 16. és 17. abran demonstralt kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy az lca L novelés esetén
nd a lg-ac amplitiddja. Ez a novekedés fliggetlen a IcaL novelés modjatdl. Eredményeink

alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a Icica) aktivacidjaban fontos szerepe van a Ica-nak.

6.10 A sarcoplasmaticus reticulumbdl torténé Ca?* felszabadulas gatlasa

csokkenti ugyan a Ca**-fliggé Cl- aramot, de nem sziinteti meg
A tovabbi kisérletekben a sarcoplasmaticus reticulumbdl torténd Ca®* felszabadulas hatasat
vizsgaltuk a lciica) aktivaciojaban. A sarcoplasmaticus reticulumbdl térténd Ca®* felszabadulast
szivizomsejtek CaZ* tranziensét és a kontrakcidjat. A ryanodin emelte az akcios potencial
plateau fazisat és csokkentette az elsd fazis repolarizacié mértékét. 9-AC és ryanodin egyiittes
perfuzidja soran azonban az elsé fazis repolarizacié amplitaddja tovabb csokkent. Az akcids
potencial voltage-clamp kisérletek soran a 9-AC-val kKimetszett aram amplitidoja és az altala
szallitott teljes t6ltés mennyisége szignifikansan csokkent a ryanodin elokezelést kovetden, de
az elézetes varakozasainkkal ellentétben a sarcoplasmaticus retikulumbol torténd Ca?*
felszabadulas gatlasa nem csokkentette nullara az aramot. Az outward és inward komponens
amplitddoi a Kontroll koriilmények kozott mért 1,62+0,10 A/F-rol és —0,16+0,03 A/F-rol
1,05+0,03 A/F-ra és —0,07+0,03 A/F-ra csokkentek ryanodin el6kezelés hatasara. Ezek alapjan
megallapithatjuk, hogy a Icica) a sarcoplasmaticus reticulumbdl torténd Ca?" felszabadulas
blokkolasa mellett is aktivalhatd, a ryanodin receptorok megnyilasa tehat nem elengedhetetlen

az aram aktivacidjahoz.
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18. abra A sarcoplasmaticus reticulumbél torténé Ca?* felszabadulas szerepe a Icica
aktivaciojaban

(A) A parancsjelként hasznalt akcios potencialokat kontroll koriilmények (Tyrode oldat),
10 umol/l ryanodin valamint 10 umol/l ryanodin és 0,5 mmol/l 9-AC egyiittes jelenlétében
mértiik. A B panelon a kontroll kériilmények kozott, ryanodin valamint ryanodin és 9-AC
jelenlétében mért akcios potencialok elsé fazis repolarizacié amplitadd értékeinek és APDgo
értékeinek atlagai lathatok. (C) Reprezentativ 10 umol/I ryanodin jelenlétében akcios potencial
voltage-clamp technikaval mért 9-AC szenzitiv aramgorbe. A D panelon a ryanodin Ca?*
tranziensre (felsd) és sejtrovidiilésre (also) kifejtett hatasait abrazoltuk téringerelt sejten. Az E
¢és F panelokon panelokon a lg-ac outward és inward aramcsucsait, illetve az aramgorbe alatti
teriiletek atlagait mutatjak. A * jeldli, ha a valtozas a kontrollhoz képest szignifikansnak adodott
(p<0,05). Az n a mérések szamat jeloli.
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6.11 A Bestrophin-3, TMEM16A és az L-tipusa Ca?* csatornafehérjék ko-

lokalizacidja kutya szivébdl izolalt sejteken

A lcica-ért felelds potencidlis csatornafehérjék expressziojat és szivizomsejteken vald
elhelyezkedését immuncitokémiai modszerrel ¢€s konfokalis mikroszkop segitségével
vizsgaltuk. Elektrofiziologiai méréseink alapjan feltételeztiik az L-tipustu Ca®* csatorndk és a
Icicay-ért felelds ioncsatorndk ko-lokalizaciojat. A Ca®* fiiggd CI™ csatorndt a TMEMI16A és
Bestrophin-3 ellen, az L-tipust Ca®* csatornakat pedig a porusformalo alegysége (Cay1.2) ellen
termeltetett ellenanyaggal jeloltiik. Emellett vizsgaltuk a cytochrome ¢ és a ryanodin receptor
lokalizacigjat is.

Els6é 1épésként teszteltik a masodlagos jelolésre szant antitestek specificitasat. Izolalt

szivizomsejteken alkalmaztuk a masodlagos jelolést ugy, hogy kihagytuk az elsddleges

antitesteket.

19. abra Az immuncitokémiai festés negativ kontrollja kutya kamrai szivizomsejten

Az egyes felvételeken balrol jobbra a vords (Cy3 masodlagos antitest) és zold (biotinilalt
masodlagos antitest + Streptavidine Alexa488) festddés hianyat, valamint a kék (DAPI)
jelenlétét lehet megfigyelni. A jobb oldali legsz€lsé kép ugyanazon szivizomsejtrol késziilt kép
ateso fényben.

A felvételeken a sejtmagok DAPI-val vald jelolését leszamitva egyéb festédést nem
tapasztaltunk.

A 20. 4bran piros szin az L-tipusa Ca?" csatornakat, zold a Bestrophin-3-at, kék a sejtmagot

jeloli. Ismert, hogy az L-tipusii Ca?* csatorndk a T tubulusokban helyezkednek el [94].
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Eredményeink is meger0sitették ezt, hiszen a piros festddés a T tubulusok mentén volt a
legerésebb. A zolddel jelolt Bestrophin-3 festddése is a harantcsikolatnak megfeleléen volt a
legkifejezettebb. A két felvételt egymasra vetitve sarga szint kaptunk, ami arra utal, hogy a
Bestrophin-3 és az L-tipustt Ca?* csatorna egymas kozelében helyezkednek el. A ko-lokalizacio
szamszeriisitésére a Pearson-féle korrelacios koefficienst hataroztuk meg. Ertéke 0,74+0,03-

nak addodott a Cay1.2 és Bestrophin-3 kozott (n=8).

P
10 um 10 um

A P
10 um 10 um

20. abra Konfokalis mikroszkopos felvételek, melyek a Cavl.2 és Bestrophin-3 expresszios
mintazatat mutatjak

(A) Reprezentativ felvételek kutya bal kamrai szivizomsejtrdl, melyen a Cav1.2-t pirossal, a
Bestrophin-3-at zolddel, a sejtmagokat pedig kékkel jeloltiik. A jobb oldali legszélsé kép az
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elobbiek egymasra vetitésével késziilt. (B) A fent bemutatott sejt fels6 % részének nagyitott
képe.

A 21. ébran bemutatott méréseink soran pirossal a TMEM16A-t jeloltiik, a zold szin tovabbra
is a Bestrophin-3-at jeloli. A két felvételt egymasra vetitve ebben az esetben is sarga szint
kapunk, mely a két fehérje ko-lokalizacidjara utal. A Pearson-féle korrelacios koefficiens értéke

ebben az esetben is magas, 0,74+0,06-nak adodott (n=8).

A

—
10 ym

21. abra Konfokailis mikroszképos felvételek, melyek a TMEM16A és Bestrophin-3
expresszios mintazatat mutatjak

(A) Reprezentativ felvételek kutya bal kamrai szivizomsejtrdl, melyen a TMEM16A-t pirossal,
a Bestrophin-3-at z6lddel, a sejtmagokat pedig kékkel jeloltiik. A jobb oldali legszélsé kép az
elébbiek egymasra vetitésével késziilt. (B) A fenti sejt also Y4 részének nagyitott képe.
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Annak érdekében, hogy kizarjuk a fehérjék festédésének véletlenszerti ko-lokalizaciojat,
tovabbi fehérjék elhelyezkedését tanulmanyoztuk. A cytochrome c és a ryanodin receptorok
festddése esetén a ko-lokalizacio valosziniliségét jelzé Pearson-féle korrelacids egyiitthatd
alacsony volt, 0,25+0,03 a TMEMI6A és cytochrome ¢ esetén (n=7), és 0,36+0,05 a
Bestrophin-3 és a ryanodin receptor kozott (n=3), amely arra utal, hogy a fehérjék nem egymas

kozelében helyezkednek el.

A —

22. abra Konfokalis mikroszkopos felvételek, melyek a cytochrome ¢ és TMEMI16A illetve
a ryanodin receptor és Bestrophin-3 expressziés mintiazatat mutatjak

(A) Reprezentativ felvételek kutya bal kamrai szivizomsejtrl, melyen a cytochrome c-t
pirossal, a TMEM16A-t zolddel, a sejtmagokat pedig kékkel jeloltiik. A jobb oldali legszélsd
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kép az elébbiek egymasra vetitésével késziilt. (B) Reprezentativ felvételek kutya bal kamrai
szivizomsejtr6l, melyen a ryanodin receptor-t pirossal, a Bestrophin-3-at z61ddel, a sejtmagokat
pedig kékkel jeloltiik. A legalsé kép az elébbiek egymasra vetitésével késziilt. (C) A bal oldali
sejt jobb oldali végének nagyitott képe.

Egészséges human izolalt szivizomsejteken is elvégeztiik az immunfestést. A képek
elemzésével elsoként mutattuk ki, hogy mind a Bestrophin-3, mind a TMEM16A fehérjék
expresszalodnak human kamrai szivizmon. Hasonldan a kutya szivizomsejtekhez a két fehérje
er0s ko-lokalizaciot mutat. A Pearson-féle korrelacios koefficiens értéke a Cayl.2 és
Bestrophin-3 esetén 0,84+0,02-nek adodott (n=18). A TMEMI16A és Bestrophin-3 esetében ez
az érték 0,85+0,02-nek addodott (n=5).

23. abra Egészséges human izolalt szivizomsejtekrél késziilt konfokalis mikroszképos
felvételek, melyek a Cavl.2 és Bestrophin-3 illetve a TMEMI16A és a Bestrophin-3
expresszios mintazatat mutatjak
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(A) Reprezentativ felvételek, melyen Cavl.2-t pirossal, a Bestrophin-3-at zoélddel, a
sejtmagokat pedig kékkel jeloltiik. A jobb oldali legszéls6 kép az el6bbiek egymasra vetitésével
késziilt. (B) Reprezentativ felvétel, melyen a TMEMI6A piros, a Bestrophin-3 zdld, a
magfestddés pedig kék szinnel lathatjuk A jobb oldali legszElsé kép az elébbiek egymasra

vetitésével készult.
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7. MEGBESZELES

Munkam sordn kutya izolalt szivizomsejteken vizsgaltam a Icica-Ot két, széleskoriien
alkalmazott CI™ csatorna gatloszer, a 9-AC és a DIDS segitségével. Megbizonyosodtunk, hogy
a lcica) jelen van kutya szivizmon. Megallapitottuk tovabba, hogy a lcica fiziologias
szerepének tanulmanyozasara a 9-AC elénydsebb, mint a DIDS, hiszen a 9-AC az altalunk
vizsgalt koncentracioban nem gatolta az akcios potencialt kialakitoé f6bb ionaramok (Ina, lca,L,
Ikr, Iks, Ik1) egyikét sem. Megallapitottuk, hogy a lcica) id6ben az akcids potencial elsé fazis
repolarizacid és terminalis repolarizacio alatt aktivalodik. Bizonyitottuk, hogy a 9-AC-érzékeny
dram Ca?*-fiiggd és a ClI™ a tdltéshordozé. Eredményeink arra is utalnak, hogy a lcica)
aktivalasdhoz a csatorna kozelében elhelyezkedd L-tipusii Ca?" csatorndkon &t torténé Ca?*
belépés sziikséges, a sarcoplasmaticus reticulumbol felszabadulo Ca?* felerdsiti a lcica)
aktivaciojat. Megallapitottuk, hogy a TMEM16A ¢és Bestrophin-3 egyarant kimutathaté kutya
bal kamrajabol izolalt szivizomsejteken és egészséges human szivizommintakon. Irodalmi
adatok alapjan a TMEM16A ¢és Bestrophin-3 egyarant lehet Klorid csatorna alkotofehérje. A
TMEMI16A és Bestrophin-3 expresszidja a T tubulusok mentén a legkifejezettebb, hasonloan

az L-tipusti Ca®" csatornak elhelyezkedéséhez.

7.1 A 9-ACés DIDS osszehasonlitasa

Elekrofiziologiai méréseink soran a Icica) szelektiv gatloszerét alkalmaztuk, és a mért
ionaramot  gatloszer-szenzitiv  aramként  azonositottuk. Egy Ca?*  fiiggd 4aram
tanulmanyozasanal 1étfontossagt, hogy a gatldszer ne befolyasolja a Ica-0t, hiszen az nagy
mértékben hozzajarul az intracellularis Ca?* koncentracié megemelkedéséhez, mely az aramot
aktivalja. Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy 0,5 mmol/l 9-AC 8-10 perces alkalmazas soran
nem befolyasolta a Ica L amplitidgjat. Ezzel szemben Walsh és Wang arrél szdmoltak be, hogy
tengerimalac kamrai szivizomsejteken 0,5 mmol/l 9-AC 5747 %-kal csokkentette a
forskolinnal stimulalt Ica-0t. [47]. Egy tovabbi 6sszefoglald tanulmany is beszamol a 9-AC
fesziiltségfiiggd L-tipusti Ca?" csatornak gatlé hatasarol, azonban a szerzd nem emlit konkrét
irodalmi vagy kisérletes hivatkozast ezzel kapcsolatban [95]. Ezzel szemben szamos olyan
kozlemény olvashatd, mely a mi eredményeinket erésitik abban a tekintetben, hogy a 9-AC
nem gatolja a fesziiltségfiiggd L-tipusu Ca®* csatornakat [96], [97].

Korabbi kozlemények alapjan mind a DIDS, mind a 9-AC gatolta a volumen-regulalt CI™
aramot szivizomsejteken. Tengerimalac szivizomsejteken 0,1 mmol/l DIDS 60 %-os gatlast

hozott létre a volumen-regulalt Cl~ aramban [60], mig kutya pitvari sejteken 100 %-os gatlast
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tapasztaltak [98]. Vandenberg és munkatarsai szerint egyik gatloszer sem befolyasolja az
isoproterenol aktivalt (cAMP fiigg6) C1™ aramot [60], ugyanakkor mas munkacsoportok arrol
szamoltak be, hogy tengerimalac kamrai szivizomsejteken a 9-AC gatolta a cAMP dependens
Cl™ aramot [99], [55], és tengerimalac papillaris izmon is szignifikans gatlast hozott 1étre [100].
Ezzel szemben 1 mmol/l DIDS nem csokkentette a protein kinaz A dependens CI~ aramot
tengerimalac papillaris izmon [100], s6t tengerimalac kamrai szivizomsejteken az aram
aktivalasarol szamoltak be, melyet a szerzok azonban nem direkt csatornahatasnak, hanem a B3-
adrenerg receptorok stimulalasanak tekintettek [101].

Jelen tanulmanyban a pipettaoldatok és a perfizios oldatok ozmolaritasat gondosan egyeztettiik
egymassal, ezért a volumen regulalt CI” aram kis valoszinliséggel zavarhatta a Icica)
méréseinket. A protein kinaz A fliggé ClI” aram pedig nincs jelen kutya [102] és human
szivizomsejteken [103], ezért a mi méréseink soran a 9-AC és a DIDS szenzitiv aram a Ca?*-
fliggd Cl” aramnak tekintheto.

A lcica) fesziiltségfiiggését tanulmanyozva megallapitottuk, hogy a két gatloszerrel hasonlo
aram amplitudokat mértiink a vizsgalt membranpotencidl tartomanyban. Ez arra utal, hogy a
0,5 mmol/l 9-AC és a 0,2 mmol/l DIDS hasonld Icica) gatld potenciallal rendelkezik. Korabbi
kozleményekben Kawano ¢s munkacsoportja arrol szamolt be, hogy 0,2 mmol/l DIDS teljes
Icica) gatlast hozott létre nyul kamrai szivizomsejteken [104], mig Sipido és munkatarsai
eredményei azt mutattak, hogy 0,1 mmol/l DIDS csak 70 %-ban gatolta Icica)-ot nyul Purkinje
rostokon [61]. Az utdbbi kozleménynél viszont figyelembe kell venniink azt a tényt, hogy
Sipido és munkatarsai az intracellularis Ca®* koncentracié valtozas kovetésére UV fényt
hasznaltak, mely a fényérzékeny DIDS bomlasat is eldsegiti [64]. Nyul és egér kamrai
szivizomsejteken 0,1 mmol/l DIDS is teljes lcica) gatlast okozott [9],[37]. Sertés kamrai
szivizomsejteken ehhez 0,15 mmol/l DIDS-re volt sziikség [105]. A DIDS-sel ellentétben, a
9-AC lcica) gatld hatdsaval kapcsolatban joval kevesebb publikacio létezik. Nyul
szivizomsejteken 0,5 mmol/l 9-AC mintegy 90 %-ban gatolta a Icica-0t [106], patkany
simaizom sejteken mar 0,1 mmol/l 9-AC is nagy mértékben csokkentette a Icica)-0t [40], mig
sertés pitvari szivizomsejteken 0,2 mmol/l 9-AC gyakorlatilag nullara csokkentette a Icica)-0t
[63].

A Icica) tovabbi tanulmanyozasa soran megallapitottuk, hogy kutya kamrai szivizomsejteken a
lcica-nak a fesziiltségfiiggése harang alaka gorbe. Hasonld eredményre jutottak korabbi
kisérletek soran nyul kamrai szivizomsejteken DIDS hasznalataval [107], [108]. Méréseink
soran azt talaltuk, hogy —40 mV-nal pozitivabb membranpotencial értékeken pozitiv lcica)-0t

detektaltunk, és novekvd depolarizald pulzusokkal a lcica) amplitiddja folyamatosan nott,
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maximalis értékét +60 mV-nal érte el. Az ennél pozitivabb membranpotencialokon az aram
amplituddja csokkent. Ennek hatterében az Ica L hajtderejének csokkenését feltételezziik. Az
aram idObeli aktivacidja és inaktivacidja egyarant gyors Vvolt. Hasonldéan két korabbi
tanulmanyhoz, kisérleteink soran az aram nulldra csokkent a depolarizaldé impulzust kovetd
30 ms-on beliil [107], [62]. Ezzel szemben expresszalt TMEM16A csatornak aramanak egy
fenntartott komponensét lehet megfigyelni [109]. Ezen kiilonbség hatterében a sejtvonalak és a
nativ sejtek kozotti kiilonbségek is allhatnak. A nativ szivizomsejtekkel szemben a
sejtvonalakban az intracellularis Ca®* koncentracio valtozasa eltérd kinetikat mutat és a Ca®*-
ok intracellularis kompartmentalizacioja is sokkal kevésbé kifejezett [110], [111].
Eredményeink ramutattak arra, hogy a DIDS kevésbé hasznalhato Icica) gatloszerként akcios
potencial és akcids potencial voltage-clamp mérések soran, hiszen 0,2 mmol/l DIDS
szignifikans mértékben csokkentette az akcids potencial felszallo szardnak meredekségét. Az
akcios potencial felszallo szar meredeksége aranyos a gyors, fesziiltségfiiggd Na* csatornak
aktivitasaval, ezért a Vmax csokkenése indirekt modon a Ina gatlasara utal [91]. A CI™ csatornak
tovabbi gatloszerei, a NFA és NPPB esetében is leirtak, hogy csokkentették a Ina-ot €s az dram
inaktivaciojanak fesziiltségfliggését a negativabb membranpotencialok felé modositottak [41].
Szemben az altalunk leirtakkal, szdmos kozleményben nem emlitik a DIDS Vmax csokkento
hatasat példaul nyul szivizmon [112], [62] vagy kutya szivizmon [113]. Liu és munkatarsai
mérései viszont a DIDS direkt Ina gatld hatasarol szamoltak be. Méréseik alapjan a DIDS Ina
gatlas ECso-ja 0,15 mmol/l-nek adodott [114], vagyis a DIDS abban a koncentracioban
gatolhatja a Ina-0t, amiben a lcica)-0t is. Hangsulyoznunk kell azonban, hogy voltage-clamp
mérésekben a DIDS ugyanolyan hatékonyan alkalmazhat6 szer a lcica) gatlasara, mint a 9-AC,
mert a —40 mV-os tartofesziiltségen a fesziiltségfiiggd Na® csatornak inaktivalt allapotban
vannak. Ezt demonstraljak voltage-clamp méréseink is, ahol nem talaltunk kiilonbséget a
DIDS- és 9-AC-szenzitiv &ramok kozott.

Az altalunk vizsgalt frekvencia tartomanyban (3-0,2 Hz) a lcica) gatlasa (9-AC vagy DIDS
altal) az elsé fazis repolarizacid6 amplitdddjanak csokkenését és az akcids potencial
iddtartamanak novekedését okozta midmyocardialis sejteken. Hasonlé eredményrdl szamoltak
be Verkerk és munkacsoportja, akik azt talaltak, hogy nyul subendocardialis szivizomsejtekben
a lcica) DIDS-sel valo gatlasa az Gsszes alkalmazott ingerlési frekvencian (3,33 Hz - 0,2 Hz)
szignifikans mértékben novelte az akcids potencial idétartamat €s csokkentette az elsd fazis
repolarizaci6 mértékét. Subepicardialis sejtekben viszont a Icica) blokkolasa az APD-t csak
3,33 Hz-es ingerlési frekvencian novelte, az ettdl alacsonyabb frekvenciakon nem befolyasolta

azt. 1 Hz ingerlési frekvencian csak az i1 gatlasa utan alkalmazott DIDS nyujtotta szignifikans
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mértékben az akcios potencialt [62]. Munkacsoportunk a szivizom midmyocardialis rétegébdl
szarmazo sejteket hasznalt a kisérletek soran. Ezen sejtek kisebb amplitudoju Itor-mal
rendelkeznek, mint a subepicardialis rétegb6l szarmazé sejtek [115]. Feltételezziik, hogy a
DIDS eltérd hatasaért a sejtek eltérd akcios potencial morfologiaja tehet6 feleldssé. Zygmunt
¢s munkatarsai subepicardialis sejteken megallapitottak, hogy a DIDS-nek nincs hatdsa sem az
akcids potencidl id6tartamara, sem az elsd fazis repolarizacidra, és a Vmax értékének
csokkenését sem figyelték meg [113]. Nyul kamrai szivizomsejteken a DIDS nyujtotta az
akcios potencialt, viszont az elsé fazis repolarizaciora nem volt hatassal [112]. Az eltérd
eredményeket az magyarazhatja, hogy veliink szemben Zygmunt és munkatarsai tompa hegyf,
un. patch pipettakat hasznaltak az akcidos potencidlok méréséhez, mig mi hegyes
mikroelektrodakat hasznaltunk az akcids potencialok elvezetésére. A hegyes végl elektroda
hasznalata sordn a sejtek nem dializalédnak, szemben a patch pipettakkal. A masik lehetséges
magyardzat az, hogy veliink ellentétben Zygmunt és munkacsoportja 20 mmol/l EGTA Ca**
kelatort is alkalmazott intracellularisan. Perforalt patch clamp mérésekben 0,2 mmol/l DIDS
emelte az akcios potencial plateau potencialjat, viszont csokkentette az APD-t [113]. Hasonlo
eredményekre jutottunk mi is, nevezetesen a 9-AC subepicadialis sejteken alacsonyabb
ingerlési frekvencidkon nem véltoztatta meg az akcios potencial hosszat (ezen eredmények nem
keriiltek bemutatasra az értekezésben). A magyarazat a jelenségre az lehet, hogy mig
midmyocardialis sejteknél a Icica) gatlasaval egy repolarizald aramot csokkentiink, és ezaltal
akcios potencial nyulast ériink el, addig subepicardialis sejtekben emellett figyelembe kell
venniink azt is, hogy az els6 fazis repolarizacid csokkenésével az lcaL Ujraaktivalodasat is
csokkentjiik.

A 9-AC és a DIDS akcids potencialra kifejtett hatdsanak dsszehasonlitasakor megallapitottuk,
hogy a DIDS szignifikans modon csokkentette az akcids potencial felszallo szaranak
meredekségét (Vmax) és az akcids potencial amplitudojat. Az elsd fazis repolarizacio nagysagat
tobb ionaram (Ina, lto1, lcica) és IcaL) IS befolyasolja. A DIDS ezek koziil a Ina-0t, a lcica)-Ot iS
gatolja, mig a 9-AC a Icica-on kiviil nem befolyasolja ezen aramokat. Az elsé fazis
repolarizacié amplitidojara jellemz6é a forditott frekvenciafiiggés, mely azt jelenti, hogy
hosszabb ciklushosszak mellett (alacsonyabb ingerlési frekvencidkon) nagyobb amplitadoval
rendelkezik. Ezen jelenség annak a kovetkezménye, hogy az li: visszatérése az inaktivaciojabol
lassti, ami magasabb frekvencidkon csokkent Iio1 amplitadot eredményez [116]. A masik
tényez6, amely hozzajarul az elsd fazis repolarizacid amplitidojanak forditott
frekvenciafiiggéséhez a IcaL, melynek amplitidéja a magasabb ingerlési frekvencidkon

(révidebb ciklushosszak esetén) né, a Ca?*-calmodulin protein kinaz (CaMKII) fiiggd
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szabalyoz6 Utvonal aktivalasaval [117]. A lcaL amplitidojanak novekedése hatasara az akcios
potencial plateau potencialja idében korabban emelkedik, ami csokkenti az elsé fazis
repolarizacié amplitadojat. Ez alapjan nem meglepd, hogy a 9-AC gatlo hatasa is
frekvenciafiiggd, hiszen magasabb ingerlési frekvencidkon nagyobb amplitidéju Ca?*
tranzienst és 4ltala nagyobb amplitidojl Icica-ot mértiink. Ezzel szemben a DIDS els6 fazis
repolarizaciot csokkentd hatasa forditott frekvenciafiiggének bizonyult. A 9-AC és a DIDS
ezen eltérd hatasat a DIDS minden frekvencian mutatkozé allandé Na® csatorna gatlasa

magyarazhatja.

7.2 Al tulajdonsagai

Noha a Icica)-ot szamtalan faj szivizomsejtjeiben kimutattak mar [9], [61], [72], a lcica) akcids
potencial alatti profiljat akcios potencial voltage-clamp technika segitségével fiziologias
koriilmények kozott ezidaig nem vizsgaltak. Az egyetlen tanulmany, melyben a perforalt patch-
clamp technikat kombinaltak az akcios potencial voltage-clamp technikaval Zygmunt és
munkacsoportjatol szarmazik. A szerz6k — veliink ellentétben — nem a sejt sajat, hanem minden
kisérletben ugyanazt a tipikusnak mondott akcids potencialt alkalmaztak fesziiltségparancsként,
hogy tanulmanyozzak a Icica-0t. Tovabbi eltérés, hogy nem specifikus DIDS-sel végezték
méréseiket [113].

Munkank masodik felében ezért azt vizsgaltuk, hogy a lcicca) milyen mértékben jarul hozza a
kamrai szivizomsejtek akcios potencial Kialakitasahoz. A méréseket akcios potencial voltage-
clamp technikaval végeztiik. Ez a technika lehetdséget biztositott arra, hogy az iondramok
fiziologias aktivaciojat és akcids potencial alatti profiljat tanulmanyozzuk. A mérések soran
nem alkalmaztunk intracelluldris Ca?* puffert (kivételt képeznek azon méréseink, ahol
vizsgaltuk a lcica) Ca®* fliggését) ezaltal az intracellularis Ca?* koncentracié valos kinetikaval
valtozott a sejt ingerlése soran.

Megallapitottuk, hogy a lcica) akcids potencial alatti profilja két komponensbdl tevédott Gssze:
egy korai tranziens outward €s egy késdi inward dramcsucsot lehetett elkiiloniteni. Az outward
komponens gyors aktivaciot mutatott, majd az aram amplitidoja gyorsan nullara is csokkent
annak ellenére, hogy az intracellularis Ca?* koncentracié magas maradt és a Cl -ok hajtoereje
sem csokkent. A Icica-ot létrehozd csatorndk idofiiggd inaktivacidja magyardzhatja a
jelenséget, ennek azonban ellentmond az a megfigyelés, hogy allando intracellularis Ca?*
koncentraci6 mellett, hosszi depolarizalé impulzusokat alkalmazva az aram nem mutatott
idofiiggd inaktivaciot [64]. Felvetddott egy alacsony Ca?* affinitast kotdhelyen megvalosuld
Ca?'-fiiggd inaktivacid lehetdsége is [64]. A Ca®'-fiiggd inaktivaci6 mechanizmusat
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TMEM16A-t expresszalo HEK sejtekben vizsgaltak, és feltételezték, hogy a Ca®*-calmodulin
fiiggd protein kinaz 11 foszforilacidja is allhat a jelenség hatterében [118]. Ez a lehetdség viszont
valoszeriitlennek tiinik az akcids potencial 200-300 msec-0s idGtartama miatt. EQy masik
lehetséges magyarazat az aram gyors csokkenésére, hogy a junkcionalis résben a Ca?*
koncentracié gyorsabban és nagyobb mértékben csokken, a globalis Ca?* koncentracid
valtozasahoz viszonyitva [82], [119]. Ezt a felvetést tamogatjak eredményeink Is, nevezetesen
a Cl™ csatornak és az L-tipusu Ca®* csatornak ko-lokalizacidja, mert ezaltal lehetéség van arra,
hogy a lcaL kontrollalja a kozelében elhelyezkedd Cl™ csatornak kapuzasat. A lcica) késoi,
inward komponensét a membranpotencidl és a megfeleld junkcionalis Ca?* koncentracio
egylittese hozza Iétre. A terminalis repolarizacid alatt a membranpotencial negativabb mint a
Eci (kisérleteink soran a Eci —32 mV volt, kivéve, azon kisérleteket amikor a C1™ koncentracidjat
megvaltoztattuk), emiatt inward aram folyik a nyitott CI~ csatornakon keresztil. A CI™
csatornak Ujranyilasanak, a késdi, inward komponens kialakitasanak tobb mechanizmusa is
elképzelhetd. Az aram aktivalodhat a megemelkedd intracellularis Ca?* koncentracio, vagy
éppen ellenkezdleg, a csokkend junkciondlis Ca®" koncentracio hatasara is. A diastole alatt
spontan Ca?" felszabadulas torténhet a ryanodin receptoron keresztiil a Ca?*-mal taltoltodott
sarcoplasmaticus retikulumbol [120], [121]. Igy a junkcionalis rés Ca®* koncentracija
megemelkedhet, ami arrhythmogén, mert kés6i utdodepolarizaciok kialakulasahoz vezethet a
utddepolarizaciok kialakitasaban kutya kamrai szivizomsejteken [64], birka Purkinje sejteken
¢s kamrai szivizomsejteken [72], mely eredmények felhivjak a figyelmet a Icica) korélettani
szerepére. Azokon a sejteken, amelyeken nem tapasztaltak Ca?*-tultoltédést sokkal nehezebb
potencidl terminalis repolarizacidjanak soran. A lehetséges magyarazatok kozott szerepelhet a
L-tipust Ca?* csatornak reaktivacioja. Tengerimalac szivizomsejteken példaul a Ica amplitido
ismételt emelkedését figyelték meg a terminalis repolarizacio alatt [122]. Egy masik lehetséges
magyardzat lehet, hogy az akciés potencidl terminalis repolarizicidja alatt a Ca®"-ok
disszocialédnak a myofilamentumokrol, mely a lokalis Ca?* koncentracio megemelkedéséhez,
és ezaltal a Icica) és az NCX aktivaciojahoz vezethet [123]. Sajat megfigyelésiink szerint - a
Icica) €s a Incx ugyanazon sejten torténd mérésekor - az akcids potencial terminalis
repolarizacidja soran inward Icica-0t és inward Incx-ot rogzitettiink.

A csokkend junkcionalis Ca?* koncentracio is lehet felelds a Cl™ csatornak tjranyitasaért. Az
akcios potencial plateau fazisa alatt a magas Ca®* koncentracié a TMEMI6A inaktivalodasat

okozhatja a calmodulinon keresztiil. Csdkkend junkcionalis Ca®* koncentracié mellett a Ca®*
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disszocial a calmodulin alacsony affinitast kot6helyérdl, és ezaltal a TMEM16A felszabadulhat

a calmodulin fliggd inaktivacio alol [124].

7.3 A laca fizioldgias aktivacidjahoz elégséges az L-tipusi Ca?* csatornakon
bearamlé Ca®*

Nyul pitvari szivizomsejteken és Purkinje rostokon végzett korabbi kisérletek szerint a Icica)
aktivalasahoz elengedhetetlen a sarcoplasmaticus reticulumbol felszabadulé Ca®* [107], [61].
Ennek bizonyitasara Sipido és munkatarsai (30-60 percig) ryanodinnal kezelték a sejteket, mely
megsziintette a Icica)-ot és lecsokkentette a Ca®* tranziens és a kontrakcio amplitadojat is. Ezzel
szemben, kisérleteink soran a 15 perces ryanodin el6kezelés minden esetben csokkentette
ugyan a lcicca) amplitadojat, de azt nem sziintette meg teljesen. Emellett azt is megfigyeltiik,
hogy a ryanodin kezelést kovetéen a 9-AC tovabb csokkentette az elsd repolarizacié mértékét.
Felvetddhet annak a lehetdsége, hogy a 15 perces ryanodin kezelés nem elég a ryanodin
receptorok blokkoldsdhoz. Ennek kicsi a valoszinisége, hiszen 8-10 perces ryanodin perfizid
is megsziintette mind a sejtek Ca?* tranziensét, mind a sejtrovidiilést. A kiilonbség tovabbi
lehetséges magyarazata az is lehet, hogy munkacsoportunk kutya kamrai szivizomsejtjein
végezte méréseit, mig a mas tanulmanyokban nyul pitvari szivizomsejteket és Purkinje rostot
hasznaltak [107], [61]. Zygmunt és munkatarsai viszont kutya szivizomsejteken kimutattak,
hogy a ryanodin a lcica teljes gatlasat okozta [64].

Ryanodinnal végzett méréseink soran a Is.ac amplitiddja valamennyi esetben szignifikans
mértékben kisebb volt, mint a ryanodin el6kezelés nélkiili kontroll, de nem csokkent nullara.
Teljes lo.ac gatlast akkor tapasztaltunk, amikor nisoldipin hozzaadasaval gatoltuk az L-tipusu
Ca?* csatorndkon keresztiil megvalosuld Ca?* belépést. Ezen eredményiink arra utal, hogy a
lcicay fiziologias aktivacidjdban az L-tipusi Ca?* csatornakon bedramlo Ca®* -nak
nélkiilozhetetlen szerepe van. Mas munkacsoportok is hasonlé kdvetkeztetésre jutottak a Ca®*
csatorna gatloszerek, kadmium, nisoldipin, nicardipin alkalmazasaval, ahol a gatloszerek
jelenlétében a lci(ca) eltiint [9], [125].

A Bay K8664-gyel és isoproterenollal végzett kisérleteink eredményei tovabbi bizonyitékot
szolgaltattak az L-tipusti Ca®" csatornakon bearamlé Ca?*-nak a lcica) aktivaldsdban betdltott
szerepérdl. A BayK 8664 ¢és az isoproterenol egyarant novelik a Ica -t €s szoros Osszefliggést
tapasztaltunk a IcaL és a lo.ac amplitaddja kozott. Mivel a BayK 8664 az isoproterenollal
ellentétben nem foszforilalja a csatornafehérjéket, ezért ebben az esetben a direkt interakcio

kizarhatd. Mindkét aktivaloszer hasonld mértékben novelte a Io.ac amplitidéjat, noha a Ca®*
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tranziens amplitidé ndveld hatasuk eltéré volt (16 és 17. dbra). Az aktivaloszerekhez
hasonloan, az ingerlési frekvencia — 1 Hz-r6l 2 Hz-re — novelése, szintén Ig.ac amplitadd
noveld hatasu. Az ingerlési frekvencia novelésének ez a hatdsa valoszintlileg a sejtmembranon
4t bearamloé Ca®* mennyiségének, és a Ca?' tranziens amplitidojanak novelése révén
kovetkezik be. Osszességében elmondhatd tehat, hogy a Icica fizioldgids aktivacidjahoz
elégséges az L-tipusua Ca?" csatorndkon bearamlé Ca?*. A sarcoplasmaticus reticulumbol
felszabadulé Ca®* ndveli ugyan a lcica) amplitadéjat, de nem alapvetd fontossagu az aktivacio
bekovetkeztéhez.

Tankonyvi adat, hogy az L-tipustt Ca?* csatorndk és a ryanodin receptorok egymas kdzelében
helyezkednek el a diadikus résben [75]. Az elektro-mechanikai kapcsolés soran a junkcionalis
rés Ca®" koncentracioja sokkal magasabb értéket érhet el, és gyorsabb kinetikaval valtozhat,
mint amit a globalis Ca?* koncentracio mérések alapjan feltételeztiink [82], [119]. A

crer

junkcionalis rés Ca?" koncentracidjanak direkt mérése jelenleg még nem teljesen megoldott
[119], [126].

Egy un. cleft-célzott Ca?* szenzorral végzett mérések eredményei azt mutattak, hogy a
junkcionalis cleftben mintegy kétszer nagyobb a Ca?* koncentraci6 véltozasanak amplitaddja,
és a Ca?* tranziens felszallo szara is sokkal gyorsabb, mint a cytoplasma Ca?* koncentracio
véaltozas hasonld paraméterei. A maximalis Ca?" koncentracio eléréséhez sziikséges id6
46+5 ms-nak adédott a junkcionalis résben és 90+7 ms-nak a cytoplasmaban. A Ca®*
koncentraci6 csokkenés is gyorsabb kinetikat mutatott, az idéallanddo 254+19 ms illetve
421442 ms volt a junkcionalis rés és a cytoplasma esetén [119]. Ezen eredmények feltehetéen
alulbecslik a valtozasok sebességét, ugyanis a cleft-célzott Ca* szenzor a 10 umol/L Ca?*
kotési Kg értéke ellenére sem képes kovetni az extrém Ca?* koncentracié véltozasokat [119].
Véleményiink szerint a lcica-Ot sokkal inkabb a lokalis Ca?" koncentracio valtozasok
iranyithatjak, mint a globdlis intracellularis Ca%" koncentracioban bealld véltozasok. Ezen
nézetiinket tamogatjdk azon kisérleteink, melyben az intracellularis Ca?* Koncentraciot
1,1 pmol/l értékre allitottuk be. Ez az érték a systole alatt mérheté maximalis intracellularis
Ca?" koncentracionak felel meg. Ilyen koriilmények kozott mért lo.ac amplitidéja sokkal
kisebbnek adodott, mint a Ca*-ot és puffert sem tartalmazé pipetta oldatok esetén. Ezzel
Osszhangban all az a megfigyelés is, melyet egér 1éguti simaizomsejtekben tettek, ahol a Icica)
teljes aktivalashoz 20-50 pmol/l-es intracellularis Ca®* koncentracio volt sziikséges, annak
ellenére hogy az aram Ca?* érzékenységének ECso értékét 3,3 umol/l-nek becsiilték [127]. Ezek
alapjan ugy gondoljuk, hogy a puffermentes pipettaoldattal mért szignifikansan nagyobb lci(ca)

amplitado a magasabb junkcionalis résben mérhetd Ca®" koncentracionak a kdvetkezménye.
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A BAPTA ¢és az EGTA Icica)-ra €s IcaL-ra gyakorolt hatasa kozott tapasztalhatd kiilonbség is
megmagyarazhaté azzal, hogy eltéré Ca®* kotési kinetikaval rendelkeznek, emiatt a kiilonbozé
subcellularis kompartmentekben — junkcionalis rés, intracellularis tér — eltéré modon képesek
a Ca?*-t pufferelni [128]. Ennek kdvetkeztében a kelatorok a Ica. Ca?* fiiggd inaktivaciojara és
a lcica)ra eltérd hatékonysaggal hathatnak. Noha mindkét puffer megsziintette a Ca®* tranzienst
(12. abra A), csak a BAPTA volt képes hatékonyan csokkenteni az Icar Ca®*-fiiggd
inaktivaciodjat, ezzel szignifikdnsan nagyobb Iniso amplitidot és az aram altal szallitott
ossztoltés mennyiséget eredményezni. A lcar Ca?*-fliggd inaktivacidjara gyakorolt hatassal
magyarazhat6 a BAPTA altal okozott hosszabb akcids potencial is. BAPTA jelenlétében a Io-ac
megszint, ezzel szemben az EGTA csupan csokkentette a Io-ac amplitddojat és az aram altal
szallitott Ossztoltést. A BAPTA ¢és az EGTA eltéré hatékonysaga azzal magyarazhato, hogy a
BAPTA mintegy sz4zszor gyorsabb sebességgel képes a Ca?*-ot megkdtni, mint az EGTA
[128]. A jelen munkahoz hasonléan Berkefeld és munkacsoportja is vizsgalta a BAPTA és az
EGTA a nagy konduktanciaju Ca®*-aktivalt K* csatorndkra kifejtett hatdsait [129]. A mi
eredményeinkkel dsszhangban, 6k is arra a megallapitasra jutottak, hogy csak a gyors Ca2*
kotési kinetikaval rendelkezd BAPTA képes pufferelni a junkcionélis rés Ca?* koncentracié
véltozasait, ezaltal a nagy konduktancidji Ca®*-aktivalt K* csatorndk EGTA jelenlétében
aktivalodtak, mig BAPTA esetében az aram megsziint [129].

A sarcoplasmaticus reticulumbol felszabadulé Ca®*-nak a lcica) aktivalodasaban betdltott
szerepét ryanodinnal vizsgaltuk. A lcaL Ca®*-fiiggd inaktivicidja a sarcoplasmaticus
reticulumbol torténd Ca?* felszabadulastol is fiigg. Ryanodin jelenlétében csokken a lo-ac
amplitadgja, de ezen eredmény alapjan nehéz megitélni a felszini membranon keresztiil és a
sarcoplasmaticus reticulumboél felszabaduld Ca?* hozzajaruldsét a Is-ac aktivalédasahoz. Mivel
ryanodin jelenlétében a lca CaZ*-fiiggd inaktivacidja is gatolt, ezért a lcaL tényleges
hozzajarulasa valosziniileg talbecsiilt ezekben a kisérletekben. Tovabbi nehézséget jelent a
megitélésben, hogy szamos egyéb Ca®*-fiiggd folyamat is részt vesz a szivizomsejtek elektro-
mechanikai kapcsolasaban. Példaul a NCX, Ca®*-fiiggd K* csatorna, kiilonféle Ca?" pumpak,

melyek szintén az intracellularis Ca?* koncentracié valtozasaira aktivalodnak.

7.4 A TMEMI16A és a Bestophin-3, valamint az L-tipusi Ca®* csatornak egymas
kozelében helyezkednek el

Munkénk sordn tanulmanyoztuk a két legigéretesebb Icica-€rt felelds csatornafehérje, a

TMEMI16A és Bestrophin-3 jelenlétét és lokalizaciojat szivizmon [30], [33], [35], [34],[130].
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A Bestrophin-1 és Bestrophin-3 egér szivizmon val6 kifejez6dését mar korabban leirtak. HEK
sejtekben expresszalt Bestrophin-1 vagy Bestrophin-3 a Icica-hoz hasonlé aramot
eredményezett az aram Ca®" fiiggése, anion szelektivitasa, DIDS, illetve NFA iranti
szenzitivitasa szintén hasonlitott a lcica-hoz [131], [130]. Human szivizmon ezidaig csak
mRNS szinten vizsgaltdk a Bestrophin-3 jelenlétét [130]. Egér szivizomsejtekben a
Bestrophin-3 a sarcolemmaban fejezédik ki a legerésebben [130]. Kutya szivizomsejteken és
egészséges human szivizommintakon azt talaltuk, hogy a Bestrophin-3 a harantcsikolt
mintazatnak megfelelden jel610dott.

A TMEMI16A kifejezodését egér kamrai szivizomsejteken mar korabban leirtak [132], viszont
kutya, illetve human szivizommintakon nem allt rendelkezésre informacio. Munkacsoportunk
elsdként irta le, hogy a TMEMI16A kutya és human sziven egyarant expresszalodik. A
Bestrophin-3 ko-lokalizalodik a Cay1.2 proteinnel (L-tipusa Ca?* csatorna) és a TMEMI16A
fehérjével, ezért feltételezziik, hogy a TMEM16A és az L-tipusa Ca®* csatornak is egymas
kozelében helyezkednek el. Ezen eredmények 0sszhangban allnak a légutak simaizomsejtjein
talaltakkal, ahol a Ca?*-fiiggd CI~ csatornak a ryanodin receptorok kdzelségében talalhatdak és
a lokalis Ca?* 4ltal vezéreltek [127]. Felvetédott annak is a lehetésége, hogy a Bestrophin-ok a
TMEMI16A fehérjékhez kapcsolddnak és egyiittesen hozzak létre a funkciondlis csatornat
simaizom sejtekben [133]. Ezt azonban meglehetésen nehéz tesztelni, mert a TMEM16A
befolyasolja a Bestrophin expressziojat [134]. A TMEM16A downregulacidja nemcsak a
Bestrophin expresszidjat csokkentette, de az L-tipusit Ca?* csatornakét is [134]. Arrdl is
beszamoltak mar, hogy a Bestrophin [135], hasonloan a TMEMI6A fehérjéhez inkabb
homomer csatornakat alkot [136], mely megkérddjelezi annak a lehetéségét, hogy a Bestrophin
a TMEM16A-val kdzosen alkosson funkcionalis csatornat.

A Bestrophin-3, TMEM16A, és Cayl.2 fehérjék jelolodése a harantcsikolatnak megfeleléen
nagy valoszintiséggel annak tudhato be, hogy a fehérjék leginkabb a T tubulusok membranjaban
fejezodnek ki. Hasonld mintazath felvételeket kaptak egér és huméan kamrai szivizomsejteken
a Cavl.2 fehérjék jelolésével [137]. A fehérjék Ko-lokalizaciojanak véletlenszerii
bekovetkezésének valoszinlisége alacsony, hiszen a cytochrome ¢ és TMEMI16A kozotti
alacsony korrelacios faktor érték gyenge kapcsolatra utal. Ehhez hasonldéan a Bestrophin-3 és
ryanodin receptorok kozotti kapcsolat is gyengének mutatkozott. A ryanodin receptorok
jelolése emlékeztetett a patkany kamrai sejtekben talalt mintazatra [138]. A Cayl.2 fehérje és
ryanodin receptor, illetve ryanodin receptor és Cayl.2 fehérje kozott ko-lokalizacié mértéke

57 %, illetve 37 %-nak adodott patkany kamrai szivizomsejtekben [75].
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7.5 Klinikai relevanciak

A Ca?*-fiiggd ClI™ csatornak a szivizomsejtek akcids potencial repolarizacidjaban vesznek rész,
mint ko2 [8]. A csatornak megnyilasa a Eci-t6l és a membranpotencial aktualis értékétdl fliggden
hyperpolarizal6 és depolarizald aramot is 1étrehozhat. A nyugalmi membranpotencial kortil,
negativ membranpotencial értékeken a Ca®* fiiggd Cl™ csatornak aktivacioja depolarizalja a
membrant, és arrhythmogén tranziens inward aramot general. Ez kés6i utodepolarizacidkhoz
vezet, ami alapja lehet arrhythmiak kialakulasanak a Ca?*-nal taltoltédott szivizomsejteken
[64]. Kimutattak, hogy egér szivizmon ischaemia hatasara az Anol (mas néven TMEM16A)
fehérje expresszidja molekuldris €és funkciondlis szinten is szignifikdnsan megnd, mely
hozzajarulhat az ischaemia indukalt arrhythmiak kialakulasahoz. [139]. A szignifikansan
nagyobb lcica) annak kdszonhetd, hogy ischaemia hatasara né az Anol expresszidja és a sejtek
taltdltédnek Ca?*-nal. Az ischaemia soran kialakuld oxidativ stressz noveli a H,O2 szintje, ami
reverzibilis vagy irreverzibilis modon aktivalja a Ca®*-fliggé Cl™ csatornakat [140]. Eppen
emiatt a Ca®*-fiiggd C1~ csatornak farmakologiai gatldsa az arrhythmiakat megakadalyozhatna,
¢és védhetne az ischaemia-reperfiizio okozta arrhythmia kialakulas ellen.

A pozitiv membranpotencidlokon aktivalodd Icica) negativ visszacsatolé mechanizmus lehet,
mely a fesziiltségfiiggd Ca?* belépést limitalja, csokkentve ezaltal a korai plateau fazis
nagysagat [8]. Nyul subendocardialis szivizomsejtekben leirtak, hogy a Icica) gatlasa az akcios
potencial nyulasahoz vezet, ugyanakkor subepicardialis sejteken nem befolyasolta az akcios
potencial hosszat. A csatorna kapuzasaban ¢és az aram denzitdsokban nem talaltak kiilonbséget
subendocardialis és subepicardidlis sejtek kozott. A lcica) €zen eltérd akcids potencial
id6tartamot befolyasold hatasa miatt megallapitottak, hogy a lcica) csokkenti a bal kamra
transmuralis heterogenitasat [62]. Az elektromos heterogenitas az egészséges szivmitkodéshez
sziikséges, alapjaul szolgal az EKG-n a QRS komplexum ¢és T hullam létrejottének [141]. A
megndvekedett akcids potencial idStartam és refrakter szakasz heterogenitds azonban reentry
tipusu szivritmuszavar kialakulasanak mechanizmusa lehet [142].

Fontos tovabba megjegyezni, hogy a lcica) nagysaga fiige az intracellularis Ca?
koncentraciotol, és a Ca?" jelentés mértékben képes befolyasolni a csatorna fesziiltségfiiggését
is. Az intracellularis Ca®* szint az autoném idegrendszer aktivalodasanak a fiiggvénye, ezért
adrenerg stimulacid esetén, a Icica) repolarizald hatasa megné. Ennek patologiai jelentdsége IS
lehet, hiszen ilyen esetekben feler6sddhet a Icica) Szerepe. Olyan hatasok, melyek csokkentik a
az intracellularis Ca?" koncentraciot, egyben csokkentik a Icica) jelentéségét is az akcids

potencial kialakitasaban [143].
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A lci(ca) fiziologias/patologias szerepe human szivizmon jelenleg még nem egyértelmi. Leirtak
human pitvari myocytdkon 4-AP inszenzitiv Ca?*-fiiggé CI~ dramot, méasok viszont ezt nem
igazoltak [144], [145], [146] [147]. A mi méréseink viszont egyértelmlien igazoltak a

TMEMI16A és Bestrofin-3 jelenlétét human kamrai szivizomsejteken.

7.6 Osszegzés

Osszességében elmondhatd, hogy a lcica) aktivacidjahoz az L-tipusa Ca®" csatornikon at
bearamlo Ca®* sziikséges és egyben elégséges. Eredményeink azt mutatjak, hogy a korabbi
kozleményekkel ellentétben a sarcoplasmaticus reticulumbol felszabadulo Ca?* nem
nélkiilozhetetlen az aram aktivacidjahoz. Jelen tanulmanyban els6ként mutattuk ki, hogy a
TMEMI16A és Bestophin-3 is expresszalodik kutya €s human szivizmon egyarant. Tovabba,
eredményeink azt mutatjak, hogy a két fehérje egymas, valamint az L-tipusi Ca?* csatorndk
kozelében helyezkedik el. A fehérjék pontos funkcidjanak megallapitasahoz valamint a Icica)-
ért feleldés csatorna létrehozédsénak tisztazdsdhoz azonban tovabbi kisérletek lennének

sziikségesek.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az ionaramoknak az akcios potencial (AP) kialakitasaban betoltott szerepének megértése nagy
jelentdséggel birhat, hiszen ezen csatornak koéros miikddése arrhythmiak kialakuldsahoz
vezethet, melynek hirtelen szivhalal lehet a kdvetkezménye. Annak ellenére, hogy a Ca?*-fiiggd
Cl™ aramrdl (lcica)) ismert, hogy koros mitkodése arrhythmiat okozhat, a Icica) pontos szerepe
az AP kialakitasaban kevésbé ismert. Feltételezik, hogy a TMEM16A és/vagy Bestrophin-3
proteinek lehetnek felelések a csatorna kialakitasaért. Kisérleteink célja az volt, hogy
Osszehasonlitsuk Kkét ismert gatlészer, a 9-antracén karboxilsav (9-AC) és a 4.4’-
diisotiocianostilbén-2,2’-diszulfonsav (DIDS) hatasait, és eldontsiik, hogy melyik alkalmasabb
a lcica) detektaldsara. Tovabba, célunk volt a lcicay AP alatti (Ca?* puffer nélkiil, AP-voltage-
clamp technika) és megvaltozott intracellularis Ca?* koncentracié ([Ca?*];) melletti aktivaciojanak
tanulmanyozasa kutya kamrai szivizomsejteken. A TMEM16A és a Bestrophin-3 regionalis
megoszlasanak és esetleges Ca,1.2 proteinnel vald ko-lokalizacidjanak a vizsgalatat kutya
kamrai szivizomsejteken és human szivizommintakon is elvégeztiik. Megallapitottuk, hogy a
9-AC (0,5 mmol/l) és a DIDS (0,2 mmol/l) is novelte az AP id6tartamot. A voltage-clamp
technikaval mért DIDS- és 9-AC-érzékeny dramamplitidok azonosak voltak. A DIDS, a 9-AC-
val ellentétben szignifikansan csdkkentette a depolarizacié maximalis sebességének értékét,
ami a DIDS Na* aram gatl6 hatasara utal. AP clamp mérések soran a 9-AC-érzékeny aramgorbe
(Icica)) egy korai outward és egy kés6i inward komponensbdl tevédott 6ssze, melyek iddben az
els6 fazis és a terminalis repolarizacidnak megfelelden jelentkeztek. A ryanodin és az EGTA
mindkét komponens amplitiddjat csokkentette, mig a BAPTA teljesen megsziintette az
dramkomponenseket. Az 1,1 pmol/l [Ca®']i (a systoles [Ca?"] megfelel érték) csokkentette a
Icica) amplitiidojat, ezzel szemben a [Ca®*]i ndvelése Bay K8644, isoproterenol, és a magasabb
ingerlési frekvencia altal novelte a lcica)-Ot. Ezen eredmények arra utalnak, hogy az L-tipust
Ca?" csatornakon bedramlé Ca?* elengedhetetlen a lcica fiziologias aktivacidjahoz. A
TMEML16A és Bestrophin-3 erés ko-lokalizaciot mutatott egymassal és a Cayl.2 fehérjével
kutya izolalt szivizomsejteken és human szivizommintdkon egyarant. Eredményeink arra
utalnak, hogy a DIDS és a 9-AC egyforman jol hasznalhat6 voltage-clamp mérésekben, de a
9-AC kedvez6bb AP mérésekben, mert nem gatolja a Na* csatornakat. A lcica) aktivacidjahoz
az L-tipusa Ca®" csatornakon 4t bearamlo Ca?" sziikséges. A sarcoplasmaticus reticulumbél
felszabadulé Ca®" nem nélkiilozhetetlen az aram aktivaciojdhoz, az 4ram aktivacidjanak
felerésddéséhez jarul hozza. A lcica) aktivacidjahoz magas [Ca?*] sziikséges a diadikus résben,

melyet a BAPTA megfeleléen tud pufferelni.
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9. SUMMARY

Understanding the role of ionic currents in shaping the cardiac action potential (AP) has great
importance as channel malfunctions can lead to sudden cardiac death by inducing arrhythmias.
Despite the possible contribution of (Iciica)) may mediated by TMEM16A and/or Bestrophin-3
to cardiac arrhythmias, the true profile of Icica) during an actual ventricular AP, is poorly
understood.

In this study we aimed to explore which blocker, 4,4’-diisothiocyanostilbene-2,2’-disulfonic
acid (DIDS) or 9-anthracene carboxilic acid (9-AC) is preferable to visualize the profile of
Iciica). We aimed to study lcicay at normal Ca?* cycling and by AP voltage-clamp as well as in
conditions designed to change [Ca?']i in canine ventricular myocytes. The expression of
TMEMU16A and/or Bestrophin-3 in canine left ventricular myocytes and human ventricular
myocardium by immunolabelling was examined. The possible spatial distribution of these
proteins and their co-localization with Cay1.2 was also studied.

Both inhibitors, DIDS (0.2 mmol/l) and 9-AC (0.5 mmol/l) increased AP duration. DIDS- and
9-AC-sensitive currents were identical in voltage-clamp conditions. 9-AC did not influence
either the AP amplitude or the maximal rate of deplarazitions (Vmax), while DIDS caused
marked reduction of Vmax. The profile of Icica), identified as a 9-AC-sensitive current under AP
voltage-clamp conditions, contained an early fast outward and a late inward component,
overlapping early and terminal repolarizations, respectively. Both components were moderately
reduced by ryanodine, while fully abolished by BAPTA, but not EGTA. Setting [Ca?*]i to the
systolic level measured in the bulk cytoplasm (1.1 pmol/1) decreased lcica). Increase in [Ca*];
elicited by application of BayK 8644, isoproterenol, and faster stimulation rates increased the
amplitude of Icica). We concluded that Ca?*-entry through L-type Ca?* channels is essential for
activation of lcica. TMEM16A and Bestrophin-3 showed strong co-localization with one
another and also with Cay1.2 channels, when assessed using immunolabeling and confocal
microscopy in both canine myocytes and human ventricular myocardium.

These results suggest that DIDS and 9-AC are equally useful to study lcica during voltage-
clamp but 9-AC is superior in AP due to its lack of sodium channel inhibition. Activation of
lcica) in canine ventricular cells requires Ca?*-entry through neighboring L-type Ca?* channels
and is only augmented by SR Ca?*-release. Substantial activation of lcica) requires high Ca?" in
the dyadic clefts which can be effectively buffered by BAPTA, but not EGTA.
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