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Bevezetés

Ellentétben a neuronok vagy a vazizomrostok membranjan tovaterjed$ akcids
potencialokkal, amelyek ¢élettani szerepiiket tekintve kizardlag a frekvenciakodolt
jeltovabbitas szolgalataban allnak, a kardialis akcios potencidlok paraméterei fontos "analog"
informaciot is hordoznak. A depolarizacio sebessége pédaul az ingeriiletvezetés sebességét, a
repolarizacid sebessége a refrakter periodus hosszat determindlja. Az akcids potenciél
idStartama és platdjanak magassaga a sejtbe belépd kalcium mennyiségét, és ezen keresztiil, a
valtozasai ugyanakkor a felszini membran elektromos folyamataira visszahatva mélyrehatd
valtozasokat okoznak az ingerképzés és ingeriiletvezetés folyamatdban, amelyek ismét az
akcios potencialok alakvaltozasaiban tiikkrozédnek.

A kardialis akcids potencial — mint analog jel — egyik legfontosabb paramétere annak
szokatlanul hosszt id&tartama. Szivizomsejteken ugyanis a gyors depolarizaciot nem koveti a
nyugalmi membranpotencialra torténd repolarizacid, hanem egy -elnyujtott depolarizalt
allapot, az akcids potencial platéfazisa alakul ki, amelyet csak 200-300 ms mulva kdvet a
teljes repolarizacid. Ennek a kizardlag szivizomra jellemzd tulajdonsagnak a hatterében
szamos ioncsatorna (natrium, kalcium, kalium ¢és klorid csatornak) Osszerendezett mikodése
all. Ezen ioncsatorndk hormondlis kontroll alatt allnak, fesziiltség- és id6-fiiggd kapuzo
mechanizmusokkal rendelkeznek, és szdmos kardialis tdmadasponti gyodgyszer célpontjait
képezik.

A kiilonb6z6 kardialis preparatumok alapvetd sajatsaga, hogy akcids potencidljuk
id6tartama jellegzetes frekvencia-fliggést mutat (Gibbs és Johnson 1971, Miller és mtsai
1971). Ez részben azt jelenti, hogy a véltozatlan ingerléfrekvencia mellett elvezetett akcios
potencidlok iddtartama az ingerlési frekvencia fiiggvényében valtozik (steady-state
frekvencia-fiiggés). Ezen tilmenden, az akcios potencial idOtartama fiigg az azt megel6zd
diasztolés intervallum hosszatol valtozatlan ingerlfrekvencia esetén is. Az akcids potencial
id6tartamanak diasztolés intervallumtol vald fiiggését elektromos restitucionak nevezziik
(Bass 1975), amelynek sajatsagait a platd alatt folyd iondramok fesziiltség- és ido-fiiggd
kinetikai tulajdonsagai egyiittesen szabjadk meg (Carmeliet 1977, Boyett és Jewell 1978,
Elharrar és Surawicz 1983, Robinson ¢és mtsai 1987, Litovsky és Antzelevitch 1989). Annak



megfeleléen, hogy a kiillonbozé emldsfajok ioncsatorndinak tipusai, denzitasuk és kinetikai
sajatsagaik jelentds kiillonbségeket mutatnak, az emldsok és ember miocitdinak restiticios
kinetikajaban is jelentds diverzitds mutathato ki.

Bar az elektromos restitucié mechanizmuséanak tisztdzasat kutyaszivbol izolalt Purkinje
rostokon korabban megkisérelték (Elharrar és Surawicz 1983, Elharrar 1984), a probléma
megoldasat nehezitette, hogy a Purkinje rost akcids potencidljanak platofazisa alatt szamos,
kis intenzitast ionaram folyik parhuzamosan (Noble ¢és Tsien 1969, Boyett és Fedida 1988),
tehat ezen a preparatumon a restiticid varhatéan igen komplex kinetikdval rendelkezik.
Valoszintlileg ezzel magyarazhato, hogy két exponenssel illesztve a Purkinje rost restitcios
gorbéjét, az alkalmazott ioncsatorna gatloszerek csak az egyes komponensek idéallandoit
valtoztattdk meg, ami lehetetlenné tette a komponensek azonositasat (Colatsky és Hogan
1980, Elharrar 1984, Varro6 és mtsai 1985).

A fentiek ismeretében az emlds és human szivizom restiticios sajatsagainak hatterében
komplex elektrofiziologiai valtozasok allnak, amelyek ismerete klinikai szempontbol is
jelentds. A human medicindban az életet veszélyeztetd szivritmuszavarok egyik legfontosabb
kivaltd oka a szivizomsejtek akcids potencidl iddtartamanak megndvekvd diszperzidja.
Kamrai vagy pitvari extraszisztolét kovetden az extrainger id6pontjanak fliggvényében
fokozodhat az akcids potencial repolarizacidjanak heterogenitasa, ami Ujabb malignus
ritmuszavar forrasa lehet. Bar az emlds miokardium restitucios sajatsagait tobben vizsgaltak, a
huméan szivizom restiticids kinetikdjat eddig csak in  vivo korilmények kozott
tanulmanyoztak, ahol multicellularis preparatumok monofazisos akcids potencialjat vezették
el (Franz és mtsai 1983, Seed és mtsai 1987, Franz és mtsai 1988, Endresen és Amlie 1989,
Morgan és mtsai 1992). Ezek a kisérletek szdmos 1) ismerettel gazdagitottdk a human
szivizom mukodésének frevencia-fiiggd sajatsagairol kialakult elképzeléseket, de technikai
okok miatt azokrol jol értelmezhetd és pontos adatokkal nem szolgéltak. Ilyen technikai
akadalyt jelentett, hogy limitalt volt a vizsgalhat6 diasztolés intervallumok hossza és szdma,
nem volt megfeleld a vizsgalatok id6beli felbontasa és nehézkes volt az ingeriiletvezetési
késés okozta eltérések korrekcidja. Tovabbi problémat okozott, hogy a normalis szivmiikddés
frekvencidjanal lassubb frekvencidval torténd in vivo vizsgalatok kivitelezése meglehetésen

bonyolult. Késobb részletezett kisérleteinkben ezért izoladlt kamrai ¢és pitvari



szivizompreparatumokon vizsgaltuk a human miokardium restiticios sajatsagait, mely
lehetéveé tette az elobb emlitett nehézségek kikiiszobolését.

Emlitettiik, hogy a miokardium restituciés sajatsagainak hatterében a kiilonbozo
ionaramok kinetikai tulajdonsagai allnak. Mivel ezen ionaramok egy része kalcium-fiiggd, igy
a szivciklus alatt folyamatosan valtozé intracellularis kalciumszint is befolyasolhatja a sejtek
akcids potencidljanak idotartamat (Eisner és Lederer 1985, Noble és mtsai 1991, Zygmunt és
Gibbons 1992, Shimoni 1981, Lee ¢és mtsai 1985) és a restitiicid kinetikajat. Ez utobbi
szabalyozasi lehetdség részleteit eddig nem deritették fel.

A patkany szivizomsejtjeinek sajatsagai 0sszehasonlitva a tobbi emldsével szdmos egyéni
jellegzetességet mutatnak. Ilyen a negativ erd-frekvencia Osszefiiggés, a szokatlanul rovid
akcios potencial iddtartam és a viszonylag magas intracelluldris natriumkoncentracio (Cohen
és mtsai 1982). Mindemellett jol ismert, hogy patkany szivizomsejtjeiben a szarkoplazmatikus
retikulum igen jol fejlett, igy az intracellularis kalcium {6 forrdsa a szarkoplazmatikus
retikulum (Bers 1991). Ezek a tulajdonsdgok kiilondsen alkalmassd teszik a patkany
szivizomsejteket az intracellularis kalciumszint restitiicios folyamatra gyakorolt szabalyozo
szerepének vizsgalatara.

Emldésok kamrai szivizma a fent emlitett akcios potencidl idOtartam frekvencia-fliggésén
tal jellegzetes kontrakcios erd frekvencia-fliggést is mutat. A legtobb emlds species
(tengerimalac, nyul, kutya, macska) valamint az ember kamrai szivizmanak kontraktilitasa az
ingerlési frekvencia novelésekor nd (pozitiv erd-frekvencia Osszefiiggés). Ezzel ¢éles
ellentétben, patkdnyban negativ erd-frekvencia Osszefiiggést irtak le, tehat az ingerlési
frekvencia novelése (a ciklushossz csokkentése) a kontrakcios erd progressziv csokkenésével
jart egyiitt (Jahnel és mtsai 1994). A pozitiv erd-frekvencia Osszefliggést mutatd speciesek
akcios potenciadljanak idétartama hosszu (atlagosan 200 ms), mig patkany esetében ez az érték
joval alacsonyabb (kb. 20-40 ms). Mindez arra utal, hogy az akcids potenciadl idStartama
onmagaban is egyik fontos meghatarozdja a kontrakcios erd nagysaganak (Morad és
Trautwein 1968). A hosszabb akcids potencidl nagyobb mértékli kalciumbedramlast tesz
lehetdvé az L-tipust kalciumcsatorndkon keresztiil, megnoveli a natrium ¢€s kalcium
“window” aramokat (Cohen és mtsai 1982, Attwell és mtsai 1979, Hirano és mtsai 1992) és
csokkenti az intracellularis kalcium kipumpéaldséban jelentds szerepet jatszo natrium-kalcium

cserediffiizié hatékonysagat (Sutro €s mtsai 1986). A szivizomsejtek kalciumhdztartasanak



ugyanis lényeges tényezdje az intracellularis natriumkoncentracié alakulasa, amelynek
nagysaga a natrium-kalcium cserén keresztiil meghatarozza a kalcium kidramlas hajtoerejét,
ezaltal a kontrakcids erd egyik fontos modulatora (Sutko és mtsai 1986). Mivel a patkany
szivizmaban az intracellularis natriumkoncentracid6 magasabb, mint a tobbi vizsgalt
speciesben, felvet6dott a lehetdség, hogy a patkanyra jellemz6 forditott erd-frekvencia

Osszefliggés a magas intracellularis natriumtartalom és a rovid akcids potencial idGtartam

crcr

Célkitizések

Munkam soran célul tliztem ki az emlés és human szivizom frekvencia-fliggd sajatsdgainak

vizsgalatat a kovetkezd szempontok szerint:

1. Vizsgéaltam a kamrai szivizom kontrakcids erejének €s akcids potencial idétartamanak
steady-state frekvencia-fliggését kiilonbozd speciesekben és megprobaltam magyarazatot
talalni a patkdny valamint a tobbi emldés szivére jellemzd eltéré frekvencia-fiiggés

mechanizmusara.

2. A szivizomsejtek akcios potencial id6tartamanak frekvencia-fiiggd sajatsagait vizsgaltam
kiilondés hangsulyt helyezve az akcids potencial idStartam restiticidos kinetikdjanak
tanulmanyozéasara. Kisérleteim soran kutya, nyual, tengerimalac, patkdny és human
preparatumok restitucios kinetikajat tanulmanyoztam és megkiséreltem magyarazatot adni a
restiticios kinetika hatterében allo fontosabb mechanizmusokra és a fellelhetd interspecies

kiilonbségekre.



Moédszerek

Akcios potencial elvezetése és a kontraktilitas vizsgalata multicellularis preparatumokon

A multicellularis preparatumokon végzett kisérleteink sordn vegyes nemi
tengerimalacokat, nyulakat, patkdnyokat és kutydkat hasznaltunk. A patkdnyokat é&s
tengerimalacokat tarkotitéssel megdltiik, a nyulakat és kutyakat 50 mg/tskg pentobarbitallal
elaltattuk, majd a mellkas megnyitasa utdn a szivet gyorsan eltavolitottuk. A human
preparatumok vizsgélata soran bal kamrai papillaris izmot és jobb pitvari trabekuldkat
hasznaltunk, amelyeket nyitott szivmiitéten atesé betegek szivébdl tavolitottak el. Vékony
(0.2-0.5 mm atmér6ji) papillaris izomkotegeket preparaltunk ki mindkét kamrabdl (és human
mintdk esetén a pitvarbol), majd azokat egy plexiliveg kadban rogzitve Tyrode oldattal
folyamatosan perfundaltunk. A Tyrode oldat dsszetétele a kdvetkezé volt NaCl: 153; KCl:
5.4; CaCl,: 2.7; MgCl,:1.05; HEPES: 5.4; gliikoz: 11 mmol/l. Az oldat pH-ja 7.4+0.05,
hémérséklete 37 °C volt. Az oldatokat tiszta oxigénnel folyamatosan aramoltattuk at.

A preparatumokat 1 ms id6tartamu, az ingerkiiszob kétszeresének megfelelé amplitadoja
négyszogimpulzusokkal ingereltiik egy platina elektrodparon keresztiil. A membranpotencialt
konvencionalis mikroelektroda technika segitségével mértiik. A moddszer lényege, hogy a
toltott tivegkapillarist vezetiink mikromanipulator segitségével €s mérjiilk a mikroelektroda
belseje és az extracellularis tér kozott kialakuld potencialkiilonbséget. A mikroelektrodak
ellendllasa 10 és 20 MOhm kozott valtozott. A mikroelektrodakat egy nagy bemend
impedancidju kapacitds-neutralizalt elektrométer bemenetével kotottiik ossze. A kontrakcids
erd nagysagat a preparatum végéhez rogzitett kapacitiv elektro-mechanikus transzducerrel
mértiik izometrias koriilmények kozott. A preparatumokat annyira feszitettik meg, hogy az
erokifejtés maximalis legyen. Megfeleld erdsités utan az elektromos és mechanikai valaszokat
egy tobbcsatornds oszcilloszkop képernydjén jelenitettiik meg. Az adatok rogzitéséhez és
feldolgozasdhoz a kimend jeleket egy 12 bit felbontasu A/D konverterrel 100 kHz-en
digitalizaltuk. Az analizist személyi szamitégépen végeztik egy hazilag kifejlesztett

algoritmus felhasznalasaval.



Restitucios kinetika meghatarozdasa multicellularis preparatumokon

A restitucios kinetikat a kovetkez6 modon vizsgaltuk. A preparatumokat egy 20 vagy 30
impulzusbol allé kondicionald sorozattal ingereltiik, amelynek ciklushossza 750, 1000 vagy
5000 ms volt, majd az utolsé impulzust kovette egy megfelelden iddzitett extraimpulzus. Ezt
kovetden a kondiciondld impulzussorozat Gjra indult, amit egy Gjabb extraimpulzus kovetett
egyre hosszabb diasztolés idotartammal. A diasztolés idOtartamot az extrastimulust megel6z6
utolso akciods potencial 90%-o0s repolarizacios idejétdl szamitottuk. A restitiicios gorbéket ugy
nyertlik, hogy az extrastimulus altal kivaltott akcios potencial idétartamat (az akcids potencial
repolarizacidjanak 50 (APDsg), 75 (APD7s) vagy 90 (APDyy) szazalékos értékéhez tartozéd
id6tartamot abrazoltuk a diasztolés intervallum fiiggvényében. A kapott gorbéket 1, 2, 3 vagy
esetenként 4 exponencialis komponens 0Osszegeként illesztettiik az alabbi egyenletek

valamelyike szerint:

APD=APD,*(1-(A;*exp(-x/Tau;)))

APD=APD,*(1-(A;*exp(-x/Tau;))-(A>*exp(-x/Tau;)))
APD=APD,*(1-(A;*exp(-x/Tau;))-(A:*exp(-x/Tau,))- (As*exp(-x/Taus)))
APD=APD,*(1-(A;*exp(-x/Tau;))-(A>*exp(-x/Taus))-(As3*exp(-x/Taus))-(A+*exp(-x/Tauy))

ahol APD azt az APDsy, APD7s, vagy APDy, értéket jelenti, amit x diasztolés intervallum
(DI) esetén mértiink, APD,, a kiilonb6zd APD értékek aszimptotikus értékét jelenti végtelen
hosszu DI értékre extrapoldlva, a Tau értékek az egyes exponencidlis komponensek
iddallandodinak felelnek meg, az A értékek az egyes komponensek relativ amplitadoit jelentik

az APD, hanyadaként kifejezve. A regresszios koeficiens minden esetben 0.99 felett volt.

Elektrofiziologiai  vizsgalatok kutyabol, nyulbol és tengerimalacbol izolalt kamrai

szivizomsejteken

A nyulbdl, kutydbdl és tengerimalacbol izolalt kamrai szivizomsejtek restitiicids
kinetik4janak vizsgalatdhoz és a kalciumdram reaktivacidjanak meghatarozasahoz modositott

koronaria perfuzios eljarassal eldallitott kamrai szivizomsejteket hasznaltunk (Varr6 és mtsai



1991). Az izolalt sejteket Tyrode oldatban szuszpendaltuk, majd a méréseket patch-clamp
technika segitségével whole-cell konfiguracidban aram- ¢és fesziiltség-clamp tizemmodban
(Hamill és mtsai 1981) végeztiik szobahdémérsékleten. A patch pipettdk belsé oldatanak
osszetétele: KCl: 140; MgCl,:1.0; Na,ATP: 5.0; EGTA: 1 mmol/l; pH= 7.2; a pipettdk soros
ellenallasa 2-4 MOhm volt. Kalciumaram mérések soran a pipetta toltésére hasznalt oldat 120
mmol/l K-glutamatot é¢s 20 mmol/l cézium-kloridot, mig a kiilsé oldat 3 mmol/l 4-
aminopyridint tartalmazott a kaliumaramok gatlasa céljabol. Az elektrodapotencidlt a nagy
ellenallasti seal kialakitasa eldtt nullara kompenzéaltuk. Az akcids potencidlokat az
ingerkiiszob kétszeresének megfelelé amplitaddjii impulzusokkal valtottuk ki dram-clamp
iizemmodban. Az erdsitd kimenetén mérhetd jelet egy 100 kHz-es A/D konverterrel
digitalizaltuk, majd az eredményeket pClamp5.03 program segitségével analizaltuk. Izolalt
szivizomsejteken a restiticios kinetikat és a kalciuméaram reaktivacidjat egyarant paros
impulzusprotokollal hataroztuk meg. Mindkét esetben az extrastimulus altal kivaltott akcios
potencial id6tartamat (APDy) az alap-ingerlés altal kivaltott akcidés potencial idétartamara
(APDy) normalizaltuk, majd a diasztolés idétartam fliggvényében abrazoltuk. A kalciumaram
reaktivacios kinetikdjanak vizsgéalatakor két —50 mV holding potencialrol kiinduld és +10 mV
fesziiltségii depolarizaldé impulzust fokozatosan novekvd diasztolés idOtartamokkal
valasztottunk el. A kalciumaram reaktivacidjat a masodik és az elsé impulzus alatt mért

csticsaramok hanyadosaként jellemeztiik és a diasztolés id6tartam fiiggvényében abrazoltuk.

Elektrofiziologiai vizsgalatok patkanybol izolalt kamrai szivizomsejteken

Patkanybol izolalt kamrai szivizomsejtek akcids potencidljainak és ionaramainak
vizsgalatahoz kollagenazzal és proteazzal emésztett sejteket hasznaltunk (O’Neill és mtsai
1990). Az izolalt sejteket Tyrode oldatban szuszpendaltuk, majd a méréseket patch-clamp
technika segitségével whole-cell konfiguracidban dram- vagy fesziiltség-clamp koriillmények
kozott végeztik szobahdmérsékleten. A patch pipettak belsé oldatanak Osszetétele: K-
glutamat: 140; NaCl: 7.0: MgCl,:5.0: HEPES: 3.0; K,ATP: 5.0; EGTA: 0.1 mmol/l; pH=7.2
volt. A natrium-kalcium cserearam mérése soran a pipettaoldat 120 mmol/l K-glutamatot és
30 mmol/l cézium-kloridot, mig a kiils6 oldat 5 mmol/l 4-aminopyridint és 0.1 mmol/l

barium-kloridot tartalmazott a kaliumaramok gatlasa céljabol. Az elektréda diffazios



potencialjat a nagy ellenallast seal kialakitasa el6tt nullara kompenzaltuk. Az akcids
potencidlokat az 1-2 nA amplitadéju depolarizalé impulzusokkal valtottuk ki aram-clamp
iizemmodban. Az erdsitd kimendjelét egy 100 kHz-es A/D konverterrel digitalizaltuk, majd az
eredményeket Clampex 5.5 programmal analizaltuk. A natrium-kalcium cseredram
amplitadgjat egy 50 ms hossztt 0 mV-ra torténd depolarizaciot kovetd farokdramként mértiik

—40 mV membranpotencidlon.

Intracellularis kalciumtranziensek vizsgalata izolalt szivizomsejteken

Nyulbdl izolalt kamrai szivizomsejtek akciés potencialjait és intracellularis
kalciumtranzienseit regisztraltuk az 1 perces ingerlés-mentes periddust kovetdé 5000 ms
ciklushosszon alkalmazott elsd nyolc stimulus sordn. Az akcids potencidlokat dram-clamp
tizemmodban regisztraltuk mikdozben a sejteket Tyrode oldattal perfundaltuk. Az
intracellularis kalciumkoncentracié valtozasait Fura-2 fluoreszcens festék segitségével
mértiik. A patch-pipettak belsé oldatanak Osszetétele a kovetkezo volt: K-aszpartat: 110; KCI:
20; MgATP: 3.0; HEPES: 10; EGTA: 0.1; Fura-2: 0.1 mmol/l; pH=7.2. Az izolalt sejteket
valtakozva 340 és 380 nm hullamhosszi fénnyel vilagitottuk meg, amelye egy kettds
monokromator rendszer segitségével alkalmaztuk. A kibocsatott fluoreszcens jelet a latotér
egy korlatozott teriiletérdl gytjtottiik, amely teriilet egy sejt két dimenzios teriiletét fedte le,
jellemezték. A sejtek két dimenzids képét videokamerdval folyamatosan monitoroztuk. A
kibocsatott fluoreszcens jelet fotoelektronsokszorozdval detektaltuk. A hattér-fluoreszcenciat
a whole-cell konfiguracié kialakitasa elétt megmértiik, majd kivontuk mind a 340, mind a 380
nm hullamhossz fénnyel tortént gerjesztéssel kivaltott fluoreszcens jelbdl. Az adatgytijtést
400 Hz frekvencidan OSCAR szoftverrel végeztiikk. Az intracellularis kalciumkoncentraciot a
hattér-fluoreszcenciara korriglt fluoreszcens hanyados (F340/F330) formajaban fejeztiik ki
(Grynkiewicz €s mtsai 1985).

Patkanybol izolalt kamrai szivizomsejteken az intracelluléris kalciumtranzienseket Indo-1
fluoreszcens festék segitségével mértilk, a festéket a membranon konnyen penetrald
acetoxymetilészter formajaban juttattuk a sejtbe. A sejteket 340 nm hulldmhossza

gerjesztéfénnyel vilagitottuk meg, majd a kibocsatott fluoreszcens jelet 400 és 500 nm-en
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regisztraltuk. Az intracelluléris kalciumkoncentraciot a 400 és 500 nm-en tortént fluoreszcens

emisszio hanyadosaként fejeztiik ki (O’Neill és mtsai 1990).

Vegyszerek

A kisérleteink soran felhasznalt vegyszerek koziil a 4-aminopyridin (4-AP),
tetraetilammonium (TEA), nifedipin, acetylstrophantidin, 4-acetamido-4’izotiocianatostilbén-
2,2’-diszulfonsav (SITS), kollagenaz (I.A.), protedz (XIV), EGTA és nicorandil a SIGMA-tdl;
az indo-1-AM, Fura-2, BAPTA-AM a Molecular Probes-t6l; a levkromakalim a SmithKline
Pharmaceuticals-t6l; az egyéb vegyszerek a Reanal Budapest-tdl szdrmaztak.

A mérési eredményeket atlag + SEM formaban fejeztiik ki, a szignifikanciat Student féle
t-teszttel szamitottuk. Szignifikansnak tekintettilk a kiilonbségeket, ha a P értéke 0.05 alatt

volt.
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Eredmények

A kontrakcios erd frekvencia-fiiggésének vizsgalata emlos kamrai preparatumokon

A tengerimalac és nyul preparatumokon mért kontrakcids erd frekvencia-fiiggése

lathatd az 1. abran, egyrészt kontroll koriilmények kozott, valamint 30 perc 15 pmol/l

levkromakalim kezelés utan. A levkromakalim, amely az ATP-szenzitiv kalium csatornak

egyik leghatékonyabb aktivatora, alkalmazasaval a tengerimalac és nyul preparatumok

akcios potencialjat kivantuk olyan mértékben roviditeni, hogy az dsszevethetd legyen a

patkany akcids potencialok idétartamaval. Mindezt olyan szer alkalmazasaval kivantuk

elérni, amely kozvetleniil nem befolyasolja a felszini membran kalcium csatornait, tehat

inotrop hatasat kizarolag az akcios potencial idétartamanak modositasa Gtjan fejti ki.
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l.abra Az abran
tengerimalac (a,c) és nyul
(b,d) kamrai papillaris
izmanak kontrakcios er6-
frekvencia  Osszefliggését
abrazoltuk egyrészt kontrol
koriilmények kozott
(négyzet), valamint 15
pmol/1 levkromakalim
jelenlétében (haromszog).
Az abra felso részén (a,b) a

kontrakcios erd
nagysaganak abszolut
értékét tiintettiik fel, mig az
als6 részen (c,d) a

kiilonbozo ciklushosszakon
mért értékeket az 1 Hz
frekvencianal kapott érték
szazalékaban fejeztik ki.
Tengerimalac esetében a
mérések szama  kontrol
koriilmények kozott n=8,
levkromakalim jelenlétében
n=21, nyul preparatumokon
az esetszamok n=7 és n=13
voltak.

ciklushosszon ingereltiik, majd a ciklushosszakat lépcsézetesen csdkkentettiik 2000,

1500, 1000, 700, 500, 300 ms-ra. Az akcids potencialt és a kontrakcids gorbét 3-5 perc

elteltével rogzitettilk minden ciklushosszon. Az alkalmazott ekvilibracios id6 lehetdveé
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tette a kontrakcios erd frekvencia-fliggd valtozasainak kozel steady-state koriilmények
kozott torténd vizsgalatat anélkiil, hogy a magasabb ingerlési frekvencidkon szokasosan
kialakul6 centralis hipoxia bekdvetkezett volna.

Mindkét vizsgalt preparatumon a kontrakcids eré nagysdga minden frekvencian
koriilbeliil egy nagysagrenddel csokkent a levkromakalim kezelés hatdséra. Ilyen mértékii
csokkenés nem teszi lehetévé a megfeleld gorbék kozvetlen Osszehasonlitasat, ezért az
abra also részén (c és d) a kiilonbozé frekvencidkon kapott értékeket az 1000 ms
ciklushossznal mért erd szdzalékaban fejeztiik ki. Kontroll koriilmények kozott a
kontrakcidok amplitidoja monoton novekedett az ingerlés ciklushosszanak a 3000 - 300
ms-os tartomanyban torténd csokkentésekor (pozitiv erd-frekvencia 0Osszefliggés).
Amikor levkromakalim jelenlétében az akcids potencidlt a kontrollban mért 150-200 ms
értekrél a patkanyra jellemzd 20-40 ms értékre roviditettilk, az erd-frekvencia
Osszefliggés megvaltozott, az eré-frekvencia Osszefliggés az alacsonyabb frekvencidkon
megfordult. A negativ erd-frekvencia Osszefiiggés megjelenése tengerimalac esetében

1500 ms, mig nyul estében 700 ms feletti ciklushosszaknal kdvetkezett be.

__ 180 2. abra Nyl
X I preparatumon mért ero-
— 160 t ] frekvencia  Gsszefliggés
= r az 1 Hz frekvencidnal
3 140 } ‘L ® mért értékre
= /1 normalizalva. A  sotét
N T .
= 1 I u/D négyzetek a 15 pmol/l
= 20 é 4&' levkromakalim
E 100 B\ e jelenlétében nyert
S I \é/' értékeket (n=13), mig az
Z ires négyzetek a 250
80t pumol/l pinacidil kezelés

0 1 2 3 utan  kapott  értékeket

) jeldlik (n=5).
Ciklushossz [s]

Annak bizonyitasara, hogy a levkromakalim jelenlétében észlelt valtozasok nem a
szer esetleges specifikus hatdsanak tulajdonithatoak, egy masik akcids potencial
iddtartamot roviditd szerrel, az ugyancsak ATP-szenzitiv kéaliumcsatorna aktivator
pinacidillel is megismételtiik a méréseket (2. abra). Pinacidillel és levkromakalimmal

minden szempontbol azonos eredményeket kaptunk, igy arra kovetkeztettiink, hogy az
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eré-frekvencia Osszefiiggésben észlelt valtozasok nem a levkromakalim specifikus
hatasara, hanem az akcids potencial idétartamanak rovidiilése miatt jottek 1étre.

A levkromakalim jelenlétében megfigyelt akcios potencial rovidiilés azonos
nagysagrendil volt a nyulbol és a tengerimalacbol izolalt preparatumokon (3a és 3b abra).
Bar az akcids potencidl frekvencia-fliggését leir6 gorbe lefutdsanak meredeksége
csokkent levkromakalim kezelés hatasara, a frekvencia-fliggés jellege nem valtozott meg
(3¢ és 3d abra). Ez a megtfigyelés arra utal, hogy a kontrakcios erd frekvencia-fliggésében
bekovetkezett valtozas nem magyardzhat6 az akcios potencial id6tartamanak esetlegesen

megvaltozott frekvencia-fiiggésével.

3. abra Tengerimalacon (a,c) ¢€s
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Mivel a  patkdny  szivizmanak  viszonylag magas  intracellularis
egyik lehetséges okaként emlitik, kovetkezd kisérleteinkben az acetylstrophantidin
hatasat vizsgaltuk a kontrakcios erd frekvencia-fliggésére nyal kamrai papillaris izmon
levkromakalim jelenlétében (4a 4bra). Az acetylstrophantidin a Na/K-ATP-az gatlasa

utjan noveli az intracellularis natriumkoncentracidét. Az elézdleg alkalmazott
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levkromakalim ezekben a kisérletekben is jelentdsen csokkentette a kontrakcids erd
nagysagat ¢és a kontroll korilmények kozott megfigyelt pozitiv erd-frekvencia
Osszefiiggést a 700 ms-nal hosszabb ciklushosszakon megforditotta. Az erd frekvencia-
figgésének megforduldsa egyre kifejezettebbé valt ndvekvd koncentracioju
acetylstrophantidin hatasara, mikdzben a kontrakcidok nagysagat az acetylstrophantidin
minden frekvencian szignifikdnsan novelte. Ez a hatds 3000 ms ciklushossznal volt a
legerdsebb, ahol a kontrakcids erdé nagysaga 1 umol/l acetylstrophantidin jelenlétében a
levkromakalim-mentes kontroll értéket is meghaladta. Fenticken tulmenden, az
acetylstrophantidin kezelés a gorbék inflexids pontjat is balra tolta (700 ms-rél 500 ms-
ra). Fontos megjegyezni, hogy az acetylstrophantidin kezelés hatasara az akcids potencial
idétartama nem valtozott jelentdsen a levkromakalim folyamatos jelenléte miatt. A
kontrakcios erd frekvencia-fiiggését az acetylstrophantidin kezelés Onmagéban nem
valtoztatta meg (4b 4abra), mikdzben a kontrakcidos erd nagysdgat minden ingerlési
frekvencidn megnovelte. Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a
kontrakcios erd frekvencia-fiiggésének megforduldsa nincs Osszefiiggésben az erd
abszolut nagysagaban Dbekovetkezett valtozassal, annak ellenére, hogy az
acetylstrophantidin pozitiv inotrop hatasa révid akcids potencialok esetén sokkal erdsebb

volt, mint hosszabb akcids potencial idétartamok mellett.
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4. abra (a) Acetylstophantidin (AC) hatasa a kontrakcios erd frekvencia-fliggésére nyul papillaris izman
(n=5). A satirozott négyzetek a kontroll értékeket jeldlik; iires négyzetek: 15 pumol/l levkromakalim
onmagaban (30 perc); satirozott haromszdgek: levkromakalim plusz 0.2 pmol/l AC; iires haromszogek:
levkromakalim plusz 0.5 umol/l AC; satirozott rombusz: levkromakalim plusz 1 pmol/l AC.
(b) 30 perc 1 umol/l AC kezelés hatasa 4 papillaris izmon levkromakalim eldkezelés nélkiil.
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A kontrakcios erd frekvencia-fliggésének levkromakalim jelenlétében észlelt
részleges megforduldsa alapjan feltételezhetd volt, hogy patkanyban az akcios potencial
id6tartamanak megnyujtasa a kontroll koriilmények koézott megfigyelhetd negativ erd-
frekvencia Osszefliggést részben, vagy egészében megforditja. Ezt a hipotézist a
tovabbiakban 0gy vizsgaltuk, hogy a kaliumcsatorna-blokkolé 4-aminopyridin (10
mmol/l) és tetractylammonium (2 mmol/l) egyiittes alkalmazdsaval megnoveltiik
patkdnyban az akcios potenciadlok iddtartamat. Ennek eredményeképpen az 1000 ms
ciklushossznal mérhetd APDsg és APDyy értékek 7.8+1.2 és 30+5 ms-rol rendre 28+6 és
103424 ms-ra ndvekedtek (p<0.001, n=8). A 4-aminopyridin és tetractylammonium
egyiittes jelenléte minden ciklushossznal novelte a kontrakcids erd nagysagat mikozben a
kontroll koriilmények kozott (1000 ms-nal hosszabb ciklushosszak esetén) megfigyelhetd
negativ eré-frekvencia 0sszefliggést megsziintette, jollehet a kontrakcids erd frekvencia-

fiiggése nem fordult meg (5. abra).
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S5.4bra Patkany papillaris izman mért kontrakcios erd frekvencia-fiiggése kontroll koriilmények kozott
(négyzet, n=10) és 10 mmol/l 4-aminopyridin plusz 2 mmol/l tetraetylammonium jelenlétében (haromszog,
n=16). Az abra (a) részén abszolut értékben, a (b) részen 1 Hz-re normalizalva dbrazoltuk az eredményeket.

Feltételezziik, hogy patkanyban a tényleges atfordulds elmaraddsdnak oka az
APDs, elégtelen mértékli megnyujtasa volt. A kontrakcids erd frekvencia-fiiggésével
kapcsolatos eredményeinket Osszegezve azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az erd-
frekvencia Osszefiiggés jellegét elsdsorban az akcids potencial idtartama hatarozza meg,

mig az intracellularis natriumkoncentracio nagysaganak ezirdnyu hatdsa masodlagos.
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Ppatkany kamrai szivizom restitucios kinetikdajanak vizsgalata

A patkany kamrai szivizmarol 1 Hz ingerléfrekvencia mellett elvezetett akcios
potencial megelézi a kontrakciot (6a 4bra). fgy a restitiicios folyamat sordn a korai
extrastimulus altal kivaltott akcios potencidlok az utolsdé kondiciondld impulzus altal
kivaltott kontrakcios valasz felszallo szarara, mig a késobbiek a leszalld szarra, vagy a

teljes relaxacio idejére esnek.
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6.abra (a) Akcios potencial €s az altala kivaltott kontrakcids valasz patkdny kamrai trabekulan Tyrode
oldatban, 37 C°-on. (b) Patkany kamrai szivizmanak elektromos restitucioja, ahol az APDs, értékeket
abrazoltuk a diasztolés id6tartam fiiggvényében (n=9). (c) Az elektromos restitiicios gorbe kezdeti része
(tdomor szimbolumok, bal ordinata) egyiitt abrazolva az extrastimulust megel6z6 utolsd akcids potencial
altal kivaltott kontrakcios valasz aktualis eréértékével (iires szimbolumok, jobb ordinata), ahol az eltelt id6t
az akcios potencial felszallo szaratél mértik. (d) Szimultan regisztralt elektromos (haromszog) és
mechanikai (négyszog) restitucios kinetika patkany kamrai szivizman (n=9). Mindkét paramétert a
DI=1000 ms esetén mérhetd steady-state értékre normalizaltuk.



A patkany kamrai szivizom elektromos restitucidjanak sajatsagait (az APDs
valtozasat a diasztolés 1do fiiggvényében) a modszerek fejezetben leirt modon vizsgaltam.
A restiticidos kinetika Tyrode oldatban 37°C-on legjobban harom exponencialis
komponens 0sszegeként volt jellemezhetd. Amikor a diasztolés iddtartamot a kiindulési
10 ms értérdl folyamatosan ndveltiik, az APDsy kezdetben novekedett, mig el nem érte
maximalis értékét 50 ms diasztolés iddtartamnal, majd ezt kovetden a diasztolés
id6tartam tovabbi ndvelésekor az APDs, értéke eldszor gyors, majd lassu kinetikdval
rovidiilt (6b abra). A korai pozitiv komponens idéallanddja 21.9+1.9 ms, a kdvetkezd
gyors negativ komponensé 73.1+6.0 ms, mig a késdi negativ komponensé 1053+61 ms
volt (n=9).

A 6¢ abran a restitiicios gorbe kezdeti szakaszat az utols6 kondicionalé impulzus
altal kivaltott akcids potencidlhoz tartozd kontrakcios valasszal egylitt abrazoltuk ugy,
hogy az akcios potencial felszalld szarat vettik a kezdOpontnak, majd 4brazoltuk a
diasztolés idotartamnak megfeleld pillanatban mérhetd kontrakcids erét. Lathato, hogy
mindkét gorbe a maximumat koriilbeliil 80 ms-nal éri el, ami szoros ok-okozati
Osszefliggésre, vagy kozos eredetre utal. Egy lehetséges magyardzat erre az intracellularis
kalciumszint fokozatos novekedése, amely lehetdséget a késdbbiekben részletesen
vizsgaltunk.

Szimultan regisztralt elektromos €s mechanikai restiticios kinetika lathaté a 6d
abran. Mindkét gorbét az 1000 ms diasztolés iddtartam mellett elért steady-state értékére
normalizaltuk a jobb Osszehasonlithatosdg kedvéért. Jol lathatd, hogy a fokozatosan
emelkedd diasztolés idotartamokat kdvetden kivaltott akcids potencidlok iddtartama egy
kezdeti emelkedés utan fokozatosan csokken, mig az ugyanezen akcids potencialok altal
kivaltott kontrakcids er6k maximuma monoton nd, tehat a korai akcios potencialok esetén
megfigyelt pozitiv korrelacidval szemben hosszabb diasztolés idétartamok esetén negativ
Osszefliggés tapasztalhatd az akcids potencidl iddtartama és a kontrakcids erd (esetleg az
intracellularis kalciumszint) kdzott.

Az emlOs szivizom restitiicids sajatsagait a kiilonb6zd ioncsatornak fesziiltség-
fliggd reaktivacidjaval magyarazzak. Ezért a kovetkezd kisérletek soran gatoltuk a
repolarizacidban résztvevd kiillonboz6 iondramokat, hogy azoknak a restiticios

folyamatban betdltott szerepét egyenként vizsgalhassuk. A kiilonb6zo gatloszerek hatasa
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az akcids potencial idétartamara 1 Hz ingerlési frekvencia mellett az 1. tdblazatban
lathato. A tranziens kifelé irdnyuld kaliuméaram és a késéi kaliumaram blokkolasa 5
mmol/l 4-aminopyridinnel és a preparatum tetractilammoniummal tortént kezelésével (60
tipust kalciuméaram gatldsa céljabol alkalmazott 2.5 pmol/l nifedipin, vagy 2 mmol/l
mangan-klorid szignifikdnsan csokkentette az APDsy értékeket. A kalcium-fiiggd
kloridcsatorna specifikus gatloszereként hasznalt 2 mmol/l SITS nem befolyasolta

szignifikdnsan az akcios potencial idétartamat.

1. Tablazat. Kiilonboz6 csatornagatlok hatasa az akcios potencial idotartamara patkany kamrai szivizman
konstans 1Hz ingerldfrekvencia mellett.

cc. APDs,
Kezelés (mmol/1) (n) (ms) P<
Kontroll (Tyrode) ) 5.32+0.43
4-AP 5 ) 11.2+0.73  0.0001
TEA 5 4) 11.3£0.27  0.0001
SITS 2 ?3) 5.53+0.32  n.s.
Nifedipin 0.0025 ®) 4.14+£0.17  0.05
MnCl, 2 (10) 4.47+£0.19  0.05
Koffein 10 (5) 12.9+0.46  0.0001

Megvizsgalva a fenti szerek restitucidos kinetikdra irdnyuld hatasat
megallapitottuk, hogy sem a 4-aminopyridin, sem a tetractilammonium nem valtoztatta
meg szignifikansan egyik exponencidlis komponens iddallandojat sem, de mindharom
komponens relativ amplitdddja (kivéve a 4-aminopyridin jelenlétében mért 3.
komponens) szignifikdnsan megnétt a kezelések hatasara (7a és 7b abra, 2. tablazat). A
kiilonboz6 kisérleti feltételek kozott meghatarozott kezdeti gyors pozitiv komponens és
az azt kovetd gyors negativ komponens relativ amplitidoit egymdés fiiggvényében
abrazolva megéllapitottuk, hogy azok kozott egyenes aranyossdg van (7c abra). Ez
felveti, hogy az elsé és masodik komponensért felelds folyamatok valamilyen modon

kapcsolodnak egymashoz.
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7. abra (a) Patkany kamrai szivizmanak elektromos restiticios kinetikaja Tyrode oldatban (tdmor négyzet,
n=9), 5 mmol/l 4-aminopyridin jelenlétében (iires négyzet, n=9) ¢és tetractilammonium jelenlétében
(héromszdg, n=4). Az (a) abra kezdeti, 0 és 400 ms DI kozotti része 1athatd felnagyitva a (b) abran. (c) A
restiticios kinetika masodik, gyors negativ komponensének amplituddja (A-2) az elsé, gyors pozitiv
komponens amplitadojanak (A-1) fliggvényében abrazolva. Minden restiticios gorbét harom exponencialis
komponens Osszegével illesztettiink és az egyes kisérletekben kapott A-1 és A-2 értékeket abrazoltuk
egymds fliggvényében. Az abran 36 kisérlet mérési eredményeit tiintettiik fel, amelyeket kiilonb6z6
oldatokban (Tyrode, 4-AP, TEA) és kiilonbdz6 kondicionald frekvenciak (1 és 3.3 Hz) alkalmazasa mellett
végeztiink. Az egyenest linearis regresszioval illesztettiik (R=0.963).

A kalciuméram gatlasa 2.5 pmol/l nifedipinnel, vagy 2 mmol/l mangan-kloriddal
teljesen eltiintette az elsdé két komponenst, mig a harmadik komponens véltozatlan maradt
(8. abra). A nifedipin vagy mangan-klorid jelenlétében kapott restitucios géorbék monoton
csokkend tendenciat mutattak €s két negativ exponencidlis komponens Osszegeként
voltak leirhatok (az elsd, gyors negativ komponens iddallanddja 5 és 20 ms kozott
valtozott, mig az azt kovetd lassi negativ komponens idéallandojat az 500-1000 ms

tartomanyban talaltuk). Tehat a kalciumaram gatlasat kovetden a restiticios kinetika
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alapvetéen megvaltozott, ami arra utal, hogy patkdnyban a normadlis restitiicios kinetika

megjelenéséhez intakt kalciumcsatornak sziikségesek.
71
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8. abra Nifedipin (2.5 umol/l, Gires négyszog, n=8) és MnCl, (2 mmol/l, haromszog, n=10) hatasa patkany
kamrai szivizom restiticios kietikajara. A tomor négyszog a Tyrode oldatban mért kontroll értékeket jelzi
(n=9). Az (a) abrarészen a kezdeti DI=400 ms értékig abrazoltuk a restitucios gorbét, mig a (b) abrarészen a
teljes, 4 s-ig terjedo diasztolés intervallum lathato.

2. Tablazat. Patkany kamrai szivizmanak restitiiciés paraméterei 37 °C hémérsékleten

APDp Ay T A, T A; T3
(ms) (ms) (ms) (ms)

TYR (n=9) 4.96+0.34 0.72+0.08 21.9£1.9 -0.5+£0.09 73.1+6  -0.21£0.03 1053461
4-AP (n=7) 10.1£0.73*** 1.06+0.05** 21.242  -0.8+0.06** 69+5.2 -0.17+0.02 1083107
5 mmol/l

TEA (n=4) 9.83+0.29*** 1.02+0.11* 22.2+3  -0.95+0.12*%* 71.246.9 -0.4440.06*** 982+142
5 mmol/l

TYR: kontroll restitucios kinetika Tyrode oldatban, 4-AP: 30 perc 5 mmol/l 4-aminopyridin jelenlétében,
TEA: a méréseket 60-120 perc 5 mmol/l tetractilammonium oldatban tortént eldkezelés utan Tyrode
oldatban végeztilk a TEA eltavolitasa utan. A restit(icid paramétereit a modszerek fejezetben leirt modon
harom exponencialis komponens Osszegeként hataroztuk meg. Az APDp az APDs, végtelen hossza
diasztolés intervallumok mellett varhato értéke; a 7y, » és 7 a megfeleld exponencialis komponensek
id6éallandoit, mig az A, A, és A; a hozzajuk tartozé relativ amplitidokat jeldlik. A regresszids koefficiens
minden csoportban 0.9999 volt. A szignifikancia fokat Student féle t-probaval hatdroztuk meg (*P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.0001).

Koffein kezelés hatisara a restitlicios gorbe elsd, gyors pozitiv valamint a
masodik, gyors negativ komponense jelentdsen lassult, mig a gérbe harmadik szakasza

alig valtozott (9a és 9b abra). Az APDs, steady-state értéke is ndvekedett koffein
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hataséara. Ezek a koffein okozta valtozasok jobban lathatoak a 9c 4bran, ahol a restitiicios
gorbe pontjait az 1000 ms diasztolés intervallum utdn mért APDs, értékre normalizaltuk,
igy a steady-state akcios potencial id6tartam valtozasok zavar6 hatasat kikiiszobolhettiik.
Ezeken a gorbéken az elsdé gyors komponens idéallanddja a kontroll 21.9+1.9 ms (n=9)
helyett 39.5+5.8 (n=5) lett, mikdzben a gyors negativ komponens eltiint 10 mmol/l
koffein hatasara. Ezek az eredmények arra mutatnak, hogy az intracellularis kalciumszint
tranziens valtozasai dsszetett mechanizmusokon keresztiil vesznek részt a patkdny kamrai
szivizom elektromos restitiiciojanak szabalyozasaban. Az egyik ilyen mechanizmus lehet
a kalcium-fiiggd kloridaram (Zygmunt and Gibbons 1992), azonban az aram gatlasa 2
mmol/l SITS-el nem okozott jelentds valtozast a restituciés kinetikdban, tehat a
kloridaram eziranyt szerepe nem valdszintisithetd (9d abra).
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9. abra (a,c) Koffein hatasa patkany kamrai szivizmanak restitucios kinetikajara (iires négyszog: 5 mmol/l,

n=4; haromszdg: 10 mmol/l, n=5; tdmor négyszdg: kontroll, n=9). Az (a, b) abrarészeken abszolut

értékeket, a ( c¢) abrarészen az 1000 ms diasztolés intervallumnal mért (steady-state) értékre normalizalt

APD:; értékeket tiintettiik fel. (d) Patkany kamrai szivizmanak restitiicios kinetikédja Tyrode oldatban (sotét
négyzet) és 2 mmol/l SITS jelenlétében (iires négyzet).
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A citoplazmatikus kalciumszint valtozasait enzimatikusan izolalt patkany kamrai
szivizomsejteken indo-1 fluoreszcens festék segitségével kovettiik. Ezeket a kisérleteket
szobahOmérsékleten végeztiik, a kalciummeérésekkel parhuzamosan akcids potencialokat
vezettiink el dram-clamp lizemmodban, vagy mértilk a natrium-kalcium cserearamot
voltage-clamp koriilmények kozott. A szimultdn nyert akciés potencidlok ¢és
kalciumtranziensek  idOviszonyait  Osszehasonlitva megallapithattuk, hogy az
intracellularis kalciumszint gyorsan emelkedett a stimulust kdvetden, cstcsat az APDyg
értékkel egyiddben érte el, majd ext kdvetden lassan csokkent.

A néatrium-kalcium cseredramot a —40 mV holding potencialrél kiinduldé 0 mV-ra
torténd 50 ms idétartamti depolarizaciot kdvetden kialakuld farokaramként regisztraltuk.
Mivel a kalciumdram gyorsan deaktivalodik a repolarizacio soran €s a kaliumcsatornakat
30 mmol/l CsCly, 5 mmol/l 4-AP és 0.lmmol/l BaCl, segitségével maradéktalanul
blokkoltuk, a —40 mV holding potencidlra torténd visszatéréskor megjelend farokaramot
dontden a natrium-kalcium cseremechanizmus drama hozzta létre. Ot kisérlet atlagaban a
natrium-kalcium cseredram relaxacios idéallandoja 140+4.5 ms, amplitdddja —102.44+21.3
pA volt. A szimultan regisztralt kalciumtranziensek cstcsamplitidoja 736.6+103 nmol/l,
mig relaxdciés iddallanddja 151+12.3 ms volt. Méréseink értelmében tehdt a
kalciumtranziens és natrium-kalcium cserearam relaxacids idéallandoja egymastol nem
kiilonbo6zott szignifikansan.

A kalciumtranziens reaktivacios kinetikajat aram-clamp korilmények kozott
alkalmazott paros impulzusok segitségével vizsgaltuk. Ezekben a kisérletekben a
tesztimpulzust kovetd kalciumtranziens amplitidojat normalizéltuk a kondicionald
impulzussal kivaltott amplitidora, majd a hanyadosokat a két impulzus kozotti idétartam
fliggvényében abrazoltuk. A kapott adatok nagyfokll szorasa csak monoexponencialis
illesztést engedett meg, melynek soran a kalciumtranziens restiticigjanak idéallandojat

15754326 ms-nak hataroztuk meg.
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Az elektromos restitucio vizsgalata nyul, kutya és tengerimalac kamrai preparatumokon

A kutydbol és tengerimalacbdl izolalt preparatumok esetén a 0.5-1 s diasztolés
id6tartomanyban az APD monoton ndvekedett, majd a vizsgalt 5 s diasztolés id6tartamon
beliil a restitucidés gorbe szaturdlodott. Ezzel szemben, a nyul kamrai szivizmanak
restiticios gorbéje bifazisos volt: az APD értéke kezdetben ndtt, majd ezt kovetden

folyamatosan csokkent a diasztolés idOtartam novelésekor (10. abra).
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10.abra (a) multicellularis kamrai szivizom elektromos restitiicioja tengerimalac (tdomor négyszog, n=8),
kutya (iires négyszog, n=5) és nyul (haromszog, n=15) preparatumokon, 37 °C h6émérsékleten, KCl-dal
toltott konvencionalis mikroelektrodaval mérve. A mérések soran a kondicional6 frekvencia 1 Hz volt. (b)
az (a) abrarészen lathatd gorbék a steady-state APDy, értékre normalizalva. A gorbéket két exponencialis

tag Osszegeként illesztettiik.

A konnyebb 6sszehasonlithatdésag kedvéért a kiilonb6zo diasztolés iddtartamok utan
kapott APD értékeket az 1000 ms diasztolés id6tartam utan mérhetd steady-state APD
értékre normalizaltuk. Megvizsgalva ezeket a gorbéket azt taldltuk, hogy kutya és
tengerimalac kamrai szivizmanak restituciods kinetikaja kozel azonos. Mindharom species
restitucios kinetikdjanak els6 komponensének iddéallandojara kozel azonos értékeket
kaptunk: tengerimalacban 14.5+1.1 ms (n=8), kutydban 12.7+0.4 ms (n=5), nytlban
13.7+1.1 ms (n=15). Ezt egy lassabb, de ugyancsak pozitiv komponens kovette, amely
tengerimalacnal 215+49 ms, kutydnal 18749 ms idéallanddval volt jellemezhetd. Nyul

esetében a masodik komponens eléjele negativ, idéallanddja 2070+£140 ms volt. Ezek az
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eredmények azt mutatjak, hogy fiziologias koriilmények kozott a nyul és a masik két
species kamrai szivizmanak restitiicios kinetikdjaban alapvetd kiilonbségek vannak.
Mivel szamos megfigyelés bizonysaga szerint az L-tipusu kalciuméaram
reaktivacioja befolydsolhatja a restiticios kinetikat, meghataroztuk a kalciumaram
reaktivacios kinetikdjat és az akcids potencidl restiticios kinetikdjat mindharom species
izolalt kamrai szivizomsejtjein azonos kisérleti korilmények kozott (11. abra).
Mindegyik gérbe monoexponencidlisan volt illeszthetd és mindhdrom species esetén az
akcids potencidl restiticios kinetikdja gyorsabb volt, mint a kalciumaram
tengerimalacban 10313 ms (n=6), kutyadban 72+6 ms (n=5) és nytlban 93+8 ms (n=7)
volt. A kalciumaram reaktivacios idoallandoja a harom species esetén hibahataron beliil

megegyezett: rendre 14115 ms (n=7), 14726 ms (n=6) és 137+12 ms (n=7) értékeket

kaptunk.
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11. dbra APDy, restitticioja (a) és I, inaktivaciobol valo visszatérése (b) izolalt kamrai szivizomsejteken
tengerimalac (tomor négyszog, n=06), kutya (iires négyszog, n=5) és nyul (haromszdg, n=7) esetén. A
kisérleteket szobahdmérsékleten 1 mmol/l EGTA tartalmu patch pipettaval végeztiik. A paros impulzussal
végzett ingerlés frekvenciaja 0.33 Hz, az alkalmazott leghosszabb diasztolés intervallum 600 ms volt. A
gorbéket monoexponencialisan illesztettiik.

A 10b és 11a abrakat 0sszevetve azt is megallapithatjuk, hogy jelentds kiillonbség
van a nyul kamrai szivizomsejtek restitucios kinetikdjaban aszerint, hogy a restituciot
multicellularis preparatumon vagy izolalt szivizomsejten vizsgaltuk. A kiilonbség egyik
lehetséges oka az intracellularis kalciumszintben 1évé kiilonbség, mivel az izolalt

szivizomsejtek vizsgéalatit EGTA-t tartalmazé patch pipettaval végeztik, mig a

multicellularis prepardtumokon alkalmazott konvencionalis tivegmikroelektroda nem
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tartalmazott kalcium-kelatort. Ezért a 12. abran bemutatott kisérletben a nyal kamrai
szivizomsejtek restiticios kinetikajat 10 pmol/l BAPTA-AM jelenlétében is
megvizsgaltuk (a BAPTA az EGTA-hoz hasonloan, de annal joval nagyobb affinitassal

koti a kalciumot).
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12. abra BAPTA-AM hatasa a nyulbdl izolalt kamrai szivizomsejtek restitiicios kinetikdjara. A kontroll
gorbét Tyrode oldatban regisztraltuk (tomor négyszog, n=8), majd a sejteket 10 umol/l BAPTA-AM
tartalmiu oldatban inkubaltuk (lires négyszog, n=7). A méréseket KCl-dal t6ltott konvencionalis
mikroelektrodak alkalmazasaval végeztiik 37 °C hémérsékleten. Az extrastimulust megel6z6 kondicionald
frekvencia 0.5 Hz volt. A (b) abrarészen az (a) abrarészen lathatd gorbe steady-state APD-re normalizalt
alakja lathat6. A gorbéket két exponencialis komponens 0sszegeként illesztettiik.

A méréseket EGTA-mentes konvencionalis mikroelektrodaval végeztiik 37 °C-on, az
extrastimulust megel6zé ingerlési frekvencia 0.5 Hz volt. Ilyen korilmények kozott
hasonlitva Ossze a nyulbdl izolalt kamrai szivizomsejtek restiticios kinetikajat a
multicelluléris preparatumokéval, mindkét estben egyértelmiien bifazisos gorbét kaptunk,
jollehet a gorbék lefutdsaban talaltunk kisebb eltéréseket. Az intracellularis kalcium
keladlasa BAPTA-AM segitségével minden diasztolés id6tartam mellett szignifikansan
novelte az akcios potencidl id6tartamat: az APD,, a kontroll 134+14 ms-r6l 210+10 ms-ra
nétt (n=7, P<0.001). Lényegesnek tartom, hogy a restitlicios kinetika nyulra jellemz6
lassu negativ komponense BAPTA-AM kezelés hatasara gyakorlatilag eltiint, mig a gyors
pozitiv komponens iddéallandoja nem valtozott szignifikdnsan BAPTA-AM kezelés
hatasara (25.5+2 és 26.8+2 ms).

Az intracellularis kalcium keldlasara alkalmazott BAPTA-AM eltéré valtozast
okozott kutya kamrai szivizomsejteken attdl fiiggéen, hogy azok endokardialis, vagy epi-

midmiokardialis eredetiick voltak (13. &bra).
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13. abra BAPTA-AM hatasa epi-midmiokardialis (a) és endokardialis (b) kutya kamrai szivizomsejtek
akcios potencialjanak alakjara.

A szivizomsejteket az akcids potencidljuk alakja alapjan azonositottuk. Az epi-
midmiokardidlis sejtek akcios potencidljara jellemzé a markans korai repolarizaciot
kovetd mély incisura (notch), amely hidnyzik az endokardialis sejteken. 10 pumol/l
BAPTA-AM hatasdra az epikardidlis eredetli kutya kamrai szivizomsejtek akcids
potencialjara jellemzo6 notch eltiint, az akcios potencial id6tartama (APDyy) 248+15 ms-
rol 73+7 ms értékre csokkent (n=8, p<0.001). Az endokardiélis sejteken BAPTA-AM
hatasara az APDy, érték mérsékelt novekedése volt megfigyelhetd (244+27 ms kontroll
értékrél 288475 ms-ra, nem szignifikans).

A kutya kamrai endokardialis és epi-midmiokardialis sejtjeinek restitucids gorbéi
kontroll koriilmények kozott hasonld kinetikat kovettek, azok mindkét sejttipus esetén két
pozitiv komponens 0sszegeként voltak jellemezhetdk, amelyek idéallandoja 8611 ms és
1.56+0.17 s voltak, azonban a BAPTA-AM kezelés eltéréen hatott a kétféle sejttipus
restiticios folyamatara. Epi-midmiokardiais eredetii sejteken BAPTA-AM hatasara az
elsé, gyors pozitiv komponens eltiint és a masodik, lassu pozitiv komponens eldjelet
valtott (14a és 14b 4abra). Endokardidlis eredetli kutya kamrai sejteken a restitiicids

kinetika BAPTA-AM jelenlétében bifazisossa valt (14c abra).
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14. abra BAPTA-AM hatasa kutyabol izolalt epi-midmiokardialis (a,b) és endokardidlis (c) kamrai
szivizomsejtek restitucios kinetikajara. A kontroll gérbéket Tyrode oldatban regisztraltuk (tdmor négyszog,
n= 8). Az ires négyszég 10 pumol/l BAPTA-AM kezelés utan jeloli ugyanezen gorbéket (n=8). A
méréseket 37 °C hémérsékleten, KCl-dal t51t6tt konvencionalis mikroelektrodak segitségével végeztik. Az
extrastimulust megel6z6 kondicionald frekvencia 0.5 Hz volt. A (b) abrarészen az (a) abrarészen lathatod
gorbek steady-state APD-re normalizalt alakja lathat6. A kontroll gorbéket két exponencialis komponens
Osszegeként, a BAPTA-AM kezelés utan kapott gorbéket monoexponencialisan illesztettiik.

Ismert, hogy az intracellularis kalciumszint (szisztolés és diasztolés) valtozik az
ingerlési frekvencia fliggvényében, ezért megvizsgaltuk a nyal kamrai szivizméanak
restitucios kinetikdjat 0.2, 1 és 3.3 Hz kondiciondl6é frekvencia esetén (15a abra).
Osszehasonlitva a gorbeéket lathatd, hogy bar a 0.2 és 1 Hz frekvencia mellett
meghatarozott restitucioés kinetika nem kiillonbozik egymastdl lényegesen, a 3.3 Hz
kondicionalé frekvencian mért restituciés gorbe elsd gyors pozitiv komponensének
idéallandoja jelentés mértékben megnovekedett (13.7 ms-r6l 424 ms-ra), mikdzben APD,
értéke csokkent (118 ms-r6l 110 ms-ra) az 1 Hz-en mért értékekhez képest. Ezek az
eredmények ismét arra utalnak, hogy a magasabb (3.3 Hz) ingerléfrekvencia hatdsara
megnovekedett intracellularis kalciumszint roviditi az akcios potencidl idétartamat és

lassitja a restitcios folyamatot annak kezdeti szakaszan.
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15. 4bra (a) Multicellularis nyul kamrai preparatumon, 37°C hémérsékleten, KCl-dal to1t6tt konvencionalis
mikroelektrodak segitségével nyert restitucios gorbék. A kondicionald frekvencia 0.2 Hz (lires négyszog,
n=6), 1 Hz (tdmor négyszog, n=19) és 3.3 Hz (haromszog, n=7) volt. A gorbéket két exponencidlis
komponens Osszegével illesztettiik, amely soran rendre a kdvetkezd paramétereket kaptuk 1, 0.2 és 3.3 Hz
esetében: APDp=118, 117, 110 ms; A,=0.70, 0.60, 0.58; 1,=13.7, 14.1, 424 ms, A,=-0.73, -0.71, -0.59;
1,=2.07,2.17,1.57 s.

(b) Nifedipin (2.5 pmol/l, iires négyszdg, n=31), nicorandil (1.2 mmol/l, tomor haromszdg, n=28) és 4-
amonopyridin (3 mmol/l, iires haromszog, n=5) hatasa nytl kamrai szivizmanak restiticios kinetikajara 1
Hz kondicional6 frekvencia esetén (kontroll: tdmdr négyszog). A gorbéket két exponencialis komponens
Osszegével illesztettiik, amely sordn rendre a kovetkezd paramétereket kaptuk kontroll koriilmények kozott,
valamint nicorandil, nifedipin 4-aminopyridin hatasara: APDp=118, 69, 94, 181 ms; A;=0.70, 0.32, 0.22,
0.51; 1,=13.7, 25.4, 144, 194 ms, A,=-0.73, -0.95, -0.11, -0.70; 1,=2.07, 2.24, 2.74, 0.82 s.

Nyul kamrai szivizman a kalciumaram gatldsa minden diasztolés intervallum
esetén roviditette az akcios potencial id6tartamat és megakadalyozta mind az elsé gyors
pozitiv, mind az azt kovetd negativ komponens kialakuldsat (15b 4bra). Ha nicorandillal,
az ATP-szenzitiv kaliumcsatorna gatldszerével, roviditettik az akcids potencidl
iddtartamat ugyanilyen mértékben, a restitucidos kinetika bifazisos jellege megmaradt.
Ugyanigy 4-aminopyridin, az I;, gatloszerének hatasara a bifazisos jelleg nem valtozott,
bar mindkét komponens idéallanddja eltért a kontroll koriilmények kozt mérhetd értéktol.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy fiziologids koriilmények kozott a nyal kamrai
szivizomsejtek restitucios kinetikdjaban tapasztalt bifazisos jelleg kialakuldsdhoz
funkcionalisan aktiv kalciumcsatorna és a normalis intracellularis kalciumszint egyarant

sziikséges. Az akcids potencidl idOtartamanak Ic,1-t6l fiiggetlen roviditése (nicorandil),
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vagy nyujtasa (4-aminopyridin) nem valtoztatja meg a nyul kamrai szivizomsejtjeinek
restitiicios gorbéinek bifazisos lefutasat.

A hosszabb ingerlés-mentes periodust kovetd sorozatingerlés hatasara
bekovetkezo valtozasok alkalmasak a kalciumaram, az APD ¢és az intracellularis
kalciumszint kozotti kapcsolat vizsgélatara. Kisérleteinket nyul kamrai szivizomsejteken
ugy végeztik, hogy 1 perces ingerlés-mentes periddus (pihenés) utan szimultan
regisztraltuk az elsé nyolc stimulus altal kivaltott kalciumtranzienst és akcios potencialt.
A kalciumdram amplitdddjat voltage-clamp koriilmények kozott mértiik egy ugyanazon
szivbol szarmazo, de masik sejten. Az akcids potencial id6tartama a masodiktol a
nyolcadik stimulusig folyamatosan csokkent, ez a rovidiilés az akcids potencial 30, 50 és
90 szazalékos repolarizacidjanak megfeleld szinteken aranyos volt. Ezzel egyidOben a
kalciumdram csucsamplitiddja folyamatosan csokkent, mig az intracelluléris
kalciumszint (szisztolés és diasztolés) parhuzamosan nétt az elsé nyolc stimulus soran. A
valtozatlan amplitddoji  kalciumtranziens mellett ¢észlelt magasabb szisztolés
kalciumszint tehat valoszinlileg a diasztolés kalciumszint novekedésének tulajdonithato.
Fenti eredményeket a harom paraméter kapcsolatdnak szempontjabol elemezve arra a
kovetkeztetésre jutunk, hogy az intracellularis kalciumszint ndvekedése a kalciumaram és
az akcios potencidl idStartaméanak csokkenését vonja maga utdn nyal kamrai

szivizomsejteken.
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Az elektromos restitucio vizsgalata human kamrai és pitvari szivizomban

Humén szivizmon a restiticidos kinetika farmakologiai vizsgalatra a mintak
alacsony szdma miatt nem volt lehetséségiink. A huméan kamrai és pitvari szivizomrol
elvezetett reprezentativ akcios potencidlok €s azok jellemzé paraméterei lathatdak az 16.

abran és 3. tablazatban.
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16.abra Multicellularis human kamrai (a) és pitvari (b) preparatumokrol elvezetett akcios potencialok 750
ms ciklushossz mellett.

3. tablazat A human szivizomrol steady-state koriilmények kozott elvezetett
akcids potencialok paraméterei.

RP APA APDs, APDy,
(mV) (mV) (ms) (ms)
Kamra -84.5+1.7 1152428 199+11 299+11
(n=5)
Pitvar 83.1+0.52 106.5+1.7 131+10 305+23
(n=5)
P n.s. <0.05 <0.01 n.s.

Az ingerlés ciklushossza 750 ms volt. RP: nyugalmi membranpotencial,
APA: az akcids potencial amplitaddja, APDsy és APDy: az akcids potencial
iddtartama a repolarizéacio 50 és 90 szdzalékanal.

A humén pitvari szivizom akcios potencidljanak amplitadoéjat és APDsg értékét
szignifikansan kisebbnek talaltuk, mint a kamrai szivizomét, azonban a nyugalmi
membranpotencial és APDg, értékben nem taldltunk szignifikdns eltérést. A pitvari

szivizom akciés potencidljanak haromszog alakja és a deprimalt platofazis miatt a
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terminalis repolarizacio sebessége az APD7s szintjén a legkifejezettebb, ezért a restitucios
kinetikat pitvari szivizmon az APD7s értékekre vonatkozoan hataroztuk meg, ellentétben
a kamrai szivizommal, ahol a restitiicids kinetika vizsgalata konvencionalis médon, az

APD50 és APDgo értéknél tortént (17 ébra).
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17. abra A human kamrai (a) és pitvari (b) miokardium restitucids kinetikdja. Kamrai preparatumokon a
kondicionald ingerlés ciklushossza 750 ms volt. A tomor négyzetek az APDs, az iires négyzetek az APDy,
értékeket jelolik. A (b) abrarészen a pitvari preparatumokon nyert az APD;s értékeket hasonlitottam &ssze
750 ms (négyzet) és 5000 ms (haromszog) ciklushosszak esetén. A gorbék illesztésével meghatarozott
paramétercket a 4. tablazatban tiintettiik fel.

4. tablazat A human kamrai és pitvari szivizom restitucios kinetikajanak paraméterei.

APDp(ms) Ay 7,(ms) A, T,(ms) As T3(ms) Ay T4(ms)
Kamra
ciklushossz=750 ms (n=8)
APDs, 316+10 0.12+£0.02  42.5£3.4  0.18+0.01 147+6.5  0.09+0.01 1.44+0.14  0.13+0.02 14.4£0.51
APDy, 399+16 0.15+£0.03  42.8£3.4  0.16+£0.01 139£9.1  0.09+0.01 1.34+0.14  0.08+0.01 16+0.72
Ptvar (APD7s)
ciklushossz=750 ms (n=8) 364+14 - - 0.18+0.01 154499  0.12+0.02 1.52+0.19  0.27+0.02 25.5+1.2
ciklushossz=5000 ms (n=5) 456+9 - - 0.26+0.01 14945 0.03+0.01 1.83+0.1 0.08+0.01 24.9+1.3
P <0.001 - - <0.001 n.s. <0.001 n.s. <0.001 n.s.

Human kamrai és pitvari szivizom restitucids kinetikdjat rendre 4 ill. 3 exponencidlis komponens
Osszegekeént illesztettiik. A t értékek, a megfeleldé komponensek iddallandoéi, az A értékek a hozzéajuk
tartozd relativ amplitidok. A regresszios koefficiens minden csoportban 0.999 felett volt. A pitvari
preparatumoknal feltiintetett szignifikancia szintek a 750 ms és az 5000 ms ciklushosszaknal nyert adatok
Osszehasonlitasara vonatkoznak.
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A human kamrai szivizom restiticios kinetikdjat négy pozitiv exponencialis
komponens 6sszegével illesztettiilk, amelyek idéallandoi sorrendben 42.8 ms, 139 ms,
1.34 s és 16 s voltak az APDy, értékek esetén. Hasonlé idéallandokat kaptunk az APDs
értékek vizsgalatakor is (4. tabldzat). A kamrai szivizom restitiicids kinetikdjdban
megfigyelt elsd gyors komponens a vizsgalt nyolc pitvari prepardtum mindegyikénél
hianyzott, a pitvari preparatumok restituciés kinetikdjanak elsé és masodik
komponensének idéallandoja megegyezett a kamrai preparatumok masodik €s harmadik
komponensével, azonban a pitvari preparatumokon a harmadik komponens idéallandoja
szignifikdnsan hosszabb volt, mint a kamrai preparatumokon negyedik komponensére
jellemz6 érték. A pitvari preparatumok restitiicios kinetikdjat meghataroztuk 5000 ms
kondicionalé ciklushossz mellett is. Ezekben a kisérletekben a sejtek kalciumtartalma
csokkent az alacsony ingerlési frekvencia miatt. Nem talaltunk szignifikéns eltérést a
pitvari prepardtumok restitiicios kinetikajaban 750 ¢és 5000 ms kondicionald
ciklushosszak esetén, azonban a harmadik és negyedik komponens relativ amplitadoi (As

és Ay értékek) szignifikansan csokkentek a ciklushossz novelésekor.

Megbeszélés

A kontrakcios erd frekvencia-fiiggése

Az irodalmi adatokkal dsszhangban (Morad és Trautwein 1968, Bers 1991) azt
talaltuk, hogy nyulban és tengerimalacban az akcids potencidl iddtartaméanak
roviditésekor csokkent, mig annak nyujtdsakor, valamint az intracellularis
natriumkoncentracio ndvelésének hatasara nodtt a kontrakciés erd nagysaga minden
vizsgalt ingerlési frekvencian. Azt is megallapitottuk, hogy ezekben a speciesekben a
kontroll koriilmények kozott megfigyelt pozitiv erd-frekvencia Osszefliggés az akcids
potencial iddtartaméanak roviditésekor részlegesen megfordult, ami az intracellularis
natriumkoncentracio novelésekor még kifejezettebbé valt. Nyulban a kontrakcids erd
frekvencia-fiiggésének megforduldsa 700 ms-nal, mig tengerimalacnal 1500 ms-nal

hosszabb ciklushosszak mellett kovetkezett be. A patkanybol szarmazo preparatumok
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er6-frekvencia Osszefiiggése kontroll koriilmények kozott hasonld lefutdst mutatott azzal,
amit nyul és tengerimalac preparatumokon észleltiink az akcids potencial id6tartamanak
roviditése utan. Fenti eredmények értelmezését megkonnyiti a 18. abra, amelyen az

akcids potencidl és kontrakcids erd gorbéket kdzos iddskalan abrazoltuk.

18. abra Az abran a

2 kontrakciokat 4s az akcids

-] potencialokat azonos

0 N 0 idéskalan abrazoltuk. (a)

Vm Vm kontrol tengerimalac, (b):
>  tengerimalac

-50 m -50m > levkromakalimban,  (c):

v kontrol nyul, (d): nyul

1 . levkromakalimban,  (e):

a b patkédny 4-AP plusz TEA
jelenlétében, (f): kontrol

100 ms .

s = patkdny. A ciklushossz
minden esetben 1000 ms
volt.

0 E 0
[=]
Vm | 2 Vm
50 mV -50 mV %
o
C d ~
100 ms 100 ms
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Tengerimalacnal (fels6 abra) az akcids potencidl és kontrakcidos erd gorbéje
majdnem teljesen atfedi egymadst, mig nyalon az er6gdérbe maximuma az akcids potencial
mar repolarizaltabb szakaszdra esik a nytl akcios potencialjanak révidebb platofazisa
miatt (kozépsd abra). Patkdny esetében a repolarizacid lényegében mar lezajlott a

csucsfesziilés kialakulasakor (also abra).
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A szivizomsejtek citoplazmajabol harom mechanizmus tavolithat el kalciumot: a
sejtmembranban 1éve aktiv kalciumpumpa, a szarkoplazmatikus retikulumba torténd
kalcium-visszavételt biztosito SR kalciumpumpa, valamint a sejtmembranon keresztiil
megvalosuld natrium-kalcium cserediffuizid. A felszini membranban 1évd kalcium-ATP-
az részvétele kevesebb, mint 5%, ezért a sejtbdl torténd a kalciumeltavolitasban a
natrium-kalcium cseremechanizmus jatszik dontd szerepet. Azokban az esetekben,
amikor az akci6s potencial idétartama lényegesen rdévidebb, minta kontrakcios idd,
megnd a natrium-kalcium cserediffuzid hajtoereje, mivel a sejtmembrin a
kalciumtranziens tetézésekor mar jelentds mértékben repolarizalodott (Eisner és Lederer
1985, Egan és mtsai 1989, Noble és mtsai 1991). Mindez a citoplazma - és ebbdl
kovetkezden, a szarkoplazmatikus retikulum - csokkent kalciumtartalmahoz vezet, ami a
kontrakcios erd csokkenését vonja maga utan. Az akcids potencidl roviditésekor
megfigyelt er6-csokkenés részben ezzel a jelenséggel, masrészt a rovidebb akcids
potencial alatt belépd kalcium és natrium kisebb mennyiségével magyarazhatd, azonban a
kontrakcios erd frekvencia-fliggésének megvaltozdsa tovabbi magyarazatot igényel.
Ahhoz, hogy ezt megértsilk, meg kell vizsgalnunk a kontrakcids erd nagysaganak
frekvencia-fiiggését potencidlisan meghatdrozé mechanizmusokat.

A szivizom kontrakcidja a citoplazmatikus kalciumkoncentracié atmeneti
novekedésének kovetkezménye, amely kisebb mértékben az extracellularis, mig
jelentdsebb mértékben az intracellularis kompartmentbdl szarmazik. Az intracellularis
kalcium pool (szarkoplazmatikus retikulum) utantdltésében fontos szerepet jatszik az a
kalcium mennyiség, ami a sejtmembran fesziiltség-fliggd kalcium csatorndin keresztiil jut
a sejtbe. A magasabb ingerlési frekvencidknal észlelt pozitiv er6-frekvencia dsszefiiggés
megjelenéséért részben az L-tipust kalciumcsatornadk, részben a gyors natrium csatornak
gyakoribb megnyildsa lehet felelds. Az ily modon megndvekedett kalcium bedramlas
kozvetleniil, mig a natrium bedramlds a natrium-kalcium cserediffuzié kozvetitésével
vezet az intracellularis kalciumtartalom novekedéséhez és a pozitiv ero-frekvencia
Osszefiiggés megjelenésére nyulban és tengerimalacban.

Az alacsonyabb ingerlési frekvencidkon patkanyban tapasztalt eréndvekedés
(negativ erd-frekvencia Osszefiiggés) megjelenéséért két tovabbi mechanizmus tehetd

feleldssé: a szarkoplazmatikus retikulum kalcium kibocsajtd csatorndinak (ryanodine-
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receptorainak) ido-fliggd reaktivacioja, valamint a kalcium id6-fiiggd tovabbitasa a
szarkoplazmatikus retikulumon beliil a felvevOhelyekrdl a kibocsajtdo helyekre. A
szarkoplazmatikus retikulum ugyanis funkcionalisan nem homogén: a kalciumfelvétel a
longitudindlis ciszterndkban, mig a kalcium felszabaduldsa a terminalis ciszternakbol
torténik.

Fentiek alapjan a kontrakcids erd frekvencia-fliggését az alabbi mechanizmusok
relativ egyensulya szabja meg: (1) az idéegység alatt megnyilé kalcium- ¢és
natriumcsatorndk szdma, tehat az idéegységre jutd kalcium- és natrimbelépés, (2) az
akcios potencial idétartamanak frekvencia-fiiggd valtozasaibol levezethetd kalcium- és
natriuminflux-valtozasok, (3) az SR-bdl torténd kalciumfelszabadulds, valamint az SR
kalciumtartalmanak frekvencia-fliggd valtozasai. Az elsé mechanizmus noveli, mig a két
utobbi csokkenti a kontrakcids erd nagysagat az ingerléfrekvencia ndvelésekor.

Az még nem vilagos, hogy ezen mechanizmusok viszonylagos jelentdssége
hogyan valtozik meg az ingerlési frekvencia modositasakor, de a levkromakalimmal nyert
eredményeink egyértelmiien bizonyitjdk, hogy, hogy az akcidés potencial iddtartam
valtozasai fontos szerepet jatszanak az erd-frekvencia Osszefiiggés kialakitasaban.
Eredményeink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a patkdnyban észlelt forditott erd-
frekvencia Osszefiiggés nem eredendden interspecies kiillonbség, hanem a patkanyszivre
jellemz6 rovid akeids potencial valamint a magasabb intracellularis natriumkoncentracioé
kombinaciojanak kovetkezménye. Emlds szivizomban mindkét tényezd a kontraktilis erd
frekevencia-fiiggésének fontos szabalyozoja. Ugy tiinik, hogy e két tényezd koziil az

akcios potencial idétartam valtozasaink nagyobb jelentdséget tulajdonithatunk.

Az emlds szivizom elektromos restitucioja

Az altalunk vizsgalt emldsok (nyul, tengerimalac, kutya, patkany) valamint az
ember szivizomsejtjeinek restitiicids sajatsdgaiban markans kiilonbségeket talaltunk. Az
altalunk vizsgalt emlds kamrai szivizommintdkat restiticios kinetikaik alapjan két
csoportra oszthatjuk: a nytl és a patkany restitiicios kinetikdjara jellemzd egy kezdeti
gyors komponens, amelyet egy vagy tobb negativ komponens kovet, mig kutya,

tengerimalac €s human szivizmon (ez utdbbirdl intracellularis elvezetéssel nyert
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restitlicios gorbéket korabban nem publikéltak) a restitucids kinetika csak pozitiv
komponensekbdl all. Bar a kutya és a tengerimalac restitlicios kinetikdja egymashoz igen
hasonl6, a két preparatumon a repolarizacioért felelés kaliumaramok tekintetében jelentds
kiilonbségeket talaltak (Hume és Uehara 1985, Matsuura és mtsai 1987). A nyul és
patkdny kaliumaramaiban — e fajok restitiicios kinetikdjaban tapasztalt hasonldsagok
ellenére - szintén markans kiilonbségek vannak. Mindezt egybevetve a kaliumcsatorna-
gatlokkal kapott eredményeinkkel arra kell kdvetkeztetniink, hogy — ellentétben a korabbi
kozveélekedéssel — a repolarizacié alatt folyo kaliumaramok szerepe a restiticios kinetika
kialakitasaban szamos esetben mésodlagosnak tekintheté. Ugy tiinik, ez alol a human
szivizom kivételnek szamit, ahol eredményeink szerint a kaliumaramok jelentds szerepet
jatszanak a restittcios kinetika kialakitasaban.

A humén kamrai és pitvari szivizom restititios kinetikdjanak vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy a humén kamrai szivizom restitiicids kinetik4ja négy exponencialis
taggal illeszthetd, mig a pitvari szivizomé harommal. A kamrai elsé, gyors pozitiv
komponens iddéallandoja (43 ms) jol kozeliti az L-tipust kalciumcsatorna
reaktivaciojanak idéallandojat, amelynek értékét 37 °C-on 30-50 ms-nak mérték (Tseng
¢s mtsai 1987, Tseng 1988). Bar az L-tipust kalciumcsatorna nagy szamban megtalalhatod
a pitvari szivizomsejteken is, a kamrara jellemz6 elsO restiticiés komponens human
pitvaron nem jelent meg. Ennek kézenfekvd oka lehet egy, a kalciumérammal ellentétes
irdnyu, ionaram parhuzamos reaktivacioja, amely kinetikai sajatsdgai alapjan csak a
tranziens kifelé irdnyuld kéaliumdram lehet (Wettwer ¢és mtsai 1993). A pitvari
szivizomsejtek lio/Icar aranya lényegesen magasabb, mint a kamrai szivizomsejteké
(Varr6 és Papp 1992), igy a két aram parhuzamos reaktivacidja human pitvaron teljesen
kiolthatja egymast, melynek eredménye a gyors komponens hidnya ezen a preparatumon.

Mivel a tranziens kifelé iranyuld kaliumdram a patkany kamrai szivizom
repolarizacidjaban lényeges szerepet jatszik (Apkon és Nerbonne 1991), ezen iondram
reaktivacioja a restitiicids gorbe kezdeti szakaszan roviditenie kellene az akcids potencial
id6tartamat. Bar méréseink soran nem lattunk ilyen rovidiilést, nifedipin vagy mangan (az
L-tipusu kalciumcsatorna ismert gatloi) jelenlétében a kezdeti gyors pozitiv komponens
eltlint és az Iy, 1d6-fliggd reaktivaciojabol fakado rovidité hatds érvényesiilt. Ez arra utal,

hogy a huméan mintdkon tapasztaltakhoz hasonldan a restiticios kinetika elsé szakaszat
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patkdnyban is az I;o/Ica L ardnya hatarozza meg. A késéi kaliumaram (amely a masik nagy
repolarizacidért felelés aram patkany kamrai szivizomsejteken) reaktivacids kinetikéja
25-sz6r lasstubb, mint az I,-¢ (Apkon és Nerbonne 1991), igy szerepe esetleg csak a
restitucios kinetika késObbi szakaszaban lehet. Kisérleteink alapjan sem a 4-AP (I,
gatlo), sem a TEA (Ix gatld) nem csokkentette a patkdny szivizom restitucids
kinetikdjanak negativ komponensét (s6t novelte annak relativ amplitadojat), igy ezen
aramok szerepe a patkdny restitutios gorbe késéi szakaszanak kialakitdsaban nagy
valosziniileggel elhanyagolhato.

Patkanyban az L-tipusu kalciuméiram gatldsa maradéktalanul megsziintette a
restitiicios kinetika elsé és masodik komponensét, ami azt bizonyitja, hogy ez az dram
donto szerepet jatszik — mint szabalyozd vagy szabalyozott tényezo, esetleg mindkettd - a
restitlicios kinetika alakitdsdban. Az intracellularis kalciumszint szabalyozd szerepét
alatamasztjak azon kisérleteink, amelyekben az intracelluléris kalciumszint BAPTA-AM
vagy EGTA segitségével torténd pufferelése megsziintette a nyulra jellemz6 bifazisos
restitlicios kinetikat.

Erdekes, hogy a BAPTA-AM restitiicios kinetikara gyakorolt hatasa ellentétes
volt a kamrafal belsdé és kiilsd rétegeibdl szarmazo sejteken. Szemben a kutya epi-
midmiokardialis sejteken BAPTA-AM hatasara tapasztalt valtozassal (a két pozitiv
komponens helyett egy negativ jelent meg), az endokardialis sejtek restitlicios kinetikajat
éppen a BAPTA-AM kezelés tette bifazisossa. Kiilonbség mutatkozott a BAPTA-AM
akcios potencialok iddtartamara kifejtett hatdsaban is: az endokardidlis sejtjein ndtt, mig
az epi-midmiokardidlis szivizomsejteken csokkent az akcids potencidlok iddtartama
BAPTA-AM hatasara. Ezen kiilonbségek oka nem vildgos, hatteriikben nagy
valoszinliséggel a kamrafal kiilonb6z6 rétegeiben elhelyezkedd sejtek altal expresszalt
kalcium-fiiggd ioncsatorndk megoszlasaban és denzitasaban talalhato eltérések allhatnak.

Irodalmi adatok (Mitchell és mtsai 1984a, 1984b, duBell és mtsai 1991) alapjan
ismert, hogy a kalciumtranziens nagysaga hatassal van az akcids potencial idGtartamara,
igy szerepet jatszhat az emlds szivizom restitucios kinetikdjanak alakitdsdban. Emlésok
kamrai  szivizmdn harom mechanizmus ismert, amely az intracelluléris
kalciumkoncentraci6 fiiggvényében modositani képes az akcids potencial idétartamat: (1)

a natrium-kalcium cseremechanizmus (Eisner és Lederer 1985, Noble és mtsai 1991), (2)
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a kalcium-fiiggd kloriddram (Zygmunt és Gibbons 1992), valamint (3) az L-tipusu
kalciumaram kalcium-fliggd inaktivacioja és abbol vald visszatérése (Shimoni 1981, Lee
¢s mtsai 1985). A kloridaram aktivalddasa roviditi, a natrium-kalcium cseremechanizmus
aktivalodasa nyUjtja az akcids potencial idOtartamat. Az ndvekvd intracelluldris
kalciumszint csokkenti az L-tipust kalciuméaramot annak kalcium-fliggd inaktivacidja
miatt (Lee és mtsai 1985), bar alacsony intracellularis kalciumszint mellett annak
mérsékelt emelkedése novelheti is a kalciumaramot (Marban és Tsien 1982). Patkany és
tengerimalac kamrai szivizomsejtjein az intracellularis kalciumszint emelkedése az
akcids potencidl idétartamanak ndvekedésével jart egyiitt (Mitchell és mtsai 1984a,
duBell és mtsai 1991, Janvier és mtsai 1997a, Janvier és mtsai 1997b), melyet az
emelkedett intracellularis kalciumszint kdvetkeztében kialakul6 fokozott natrium-kalcium
cserével magyaraztak. Nyul kamrai szivizman végzett kisérleteink sordn az ellenkezd
folyamatot talaltunk, miszerint az intracellularis kalciumszint emelkedése az akcios
potencial idotartamanak csokkenésével jart egylitt, tehat a méréseink soran kapott adatok
nem magyarazhatéak a natrium-kalcium csere valtozasaval. Nyul esetében nem
valészinli, hogy a kalcium-fiiggd kloriddram Iényeges szerepet jatszana kisérletes
eredményeink magyarazatdban az alabbiak miatt: (1) az 4ram aktivalodasa jelentds
intracellularis kalciumszint-novekedést igényel, (2) az aram aktivaloddsa soran a
platofazis alatt egy kifelé irdnyuld, mig az akcids potencial 90%-os repolarizacidjanal egy
befel¢ folyd aram jelenik meg (Sipido és mtsai 1993). Ez azt jelenti, hogy az aram
aktivacioja az APDsy és APDj;p érték csokkenésében és ezzel egyiitt APDgy érték
novekedésben nyilvanulna meg. Méréseink sordn ilyen jellegli eltéréseket egyetlen
esetben sem tapasztaltunk.

Fentiek értelmében az egyetlen mechanizmus, amely a nyul kamrai
szivizomsejtek akciés potencidljdnak iddtartamat csOkkentheti az intracellularis
kalciumszint emelkedésekor az L-tipust kalciumaram kalcium-fiiggd inaktivacidja. Az
emelkedé intracellularis kalciumszint kozismert modon gatolja az L-tipust
kalciumaramot. Az  L-tipusi  kalciumaram  reaktivacidja az  intracellularis
kalciumkoncentracié bonyolult fiiggvénye. Kutya kamrai szivizomsejten a kalciumaram
reaktivacios kinetikdja egy korai tullovést mutat, amely eltinik ryanodine és koffein

jelenlétében, vagy az intracellularis kalcium pufferelését kovetden (Tseng 1988). Az
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izolalt sejteken alkalmazott kisérleti feltételeink mellett (-50 mV holding potencial,
EGTA a pipetta toltéoldatdban) nem tapasztaltuk ezt a tullovést kutyabol szarmazéd
preparatumok esetén, azonban a nyul kamrai szivizomsejtek restiticids kinetikajanak
vizsgélatakor, - amelyet konvenciondlis mikroelektrodatechnikaval végeztiink, tehat a
pipetta EGTA-mentes volt - kontroll koriilmények kozott tapasztalt bifazisos jelleg
legaldbb részben magyarazhat6 az L-tipust kalciuméaram reaktivaciojanak tallovésével. A
nyulon BAPTA-AM valamint nifedipin hatasara kialakuld restiticios kinetikavaltozas
alatdmasztani latszik ezt a feltevést.

Magyarazatra szorul, hogy a kalciumédram reaktivaciojanak fentiekben taglalt
tullovése miért nem jelenik meg kontroll koriilmények kozott a kutya és tengerimalac
kamrai szivizomsejtjeinek restitiicios kinetikdjdban. Annak alapjan, hogy a BAPTA-AM
kezelés eredményeként a kutya kamrai szivizomsejtek restiticios kinetikdja a nytléhoz
valt hasonlovd, ugyanakkor a kalciumaram reaktivacidjanak kinetikdjat kutya,
tengerimalac €és nyul szivizomsejtjein kozel azonosnak talaltuk, felvetddik a lehetdség,
hogy az intracellularis kalciumszinttdl fiiggd natrium-kalcium cserearam valamint az L-
tipusu kalciumaram kalcium-fiiggd amplitido-valtozasanak aranya kiilonbozik a nytl és
mas speciesek esetében. Nyulban az intracellularis kalciumszint emelkedése feltehetden
nagyobb mértékben csokkenti az L-tipusu kalciumaram amplitadojat, s igy az akcids
potencial idétartamat, mint amennyivel néveli a natrium-kalcium cserearam intenzitasat.
A kutyabal és tengerimalacbol szarmazo preparatumokon ennek az ellenkezdje
valdszintisithetd, ily modon a novekvo intracellularis kalciumkoncentracié az akcids
potencidl id6tartamanak ndvekedéséhez vezet. Mindezek mellett a restitiucios kinetikaban
tapasztalt interspecies kiilonbségek magyarazatakor nem hagyhatjuk figyelmen a
szarkoplazmatikus retikulum morfolégiai és funkcionalis tulajdonsagaiban fellelhetd
interspecies kiilonbségeket sem, amelyek az intracellularis kalciumkoncentracio-
valtozasok kinetikai sajatsagait jelentés mértékben modosithatjak.

Az intracellularis kalciumszint restituciés kinetikdra kifejtett szabalyozé
szerepének és a patkadny kamrai szivizmon nifedipinnel €s mangannal végzett kisérleteink
eredményeinek ismeretében valoszinili, hogy patkdny kamrai szivizomsejtek restitiicios
kinetik4djaban kiemelt szerepet jatszanak az intracellularis kalciumszint-valtozasok.

Feltételezhetd, hogy a patkany restituciés kinetikdjanak masodik fazisaért az
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extrastimulust megel6zd utolsé akcids potencidl altal kivaltott kalciumtranziens felelds.
Ezt a feltevést a kovetkezd eredmények tamasztjak ala. (1) A restituciés gorbe
maximumanak ideje gyakorlatilag egybeesett a multicellularis preparatumokon mért
kontrakcios er6 maximumanak idejével. (2) Az intracelluldris kalciumkoncentracioé és a
natrium-kalcium cseredram lecsengésének megkdzelitden 140 ms-os iddallandoja jol
egyezett a restiticios gorbe masodik komponensének iddallandojaval. (3) A
kalciumtranziensek amplitadéjat csokkentd agensek (a kalcium csatornakat blokkold
nifedipin és mangan, valamint a nagy koncentracidoban alkalmazott koffein) eltiintették a
patkédny szivizom restiticios gorbéjének masodik komponensét.

Patkanyon végzett kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy koffein hatdsara nem
tint el a restiticiés gorbe elsd komponense, mig nifedipin vagy mangan jelenlétében
igen. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az elsé komponens sajatsdgait nem csupan az
intracellularis kalciumszint valtozdsa hatarozza meg. Az elsé komponens id6allanddja
21£1.9 ms volt kontroll koriilmények kozott (39+5.8 ms koffein jelenlétében), amely
értékek nagysagrendileg megfelelnek a kalciumaram reaktivacios idéallanddjanak, amit a
kisérleti feltételektdl (els6sorban az intracellularis kalciumkoncentracié nagysagatol)
fiiggbden 30-50 ms-nak talaltak 37 °C-on (Tseng 1988). Azt is kimutattak, hogy a koffein
lassitja az L-tipust kalciumdram reaktivacidjanak idéallandojat (Tseng 1988). A fentiek
alapjan nagyon valdszinli, hogy az els6 komponens iddallanddjat a kalciumaram
inaktivaciobol torténd reaktivacioja hatdrozza meg, amelyet folyamatosan moduldl az
intracellularis ~ kalciumkoncentrdci6 szimultan valtozasa. Mire a kalciumdram
reaktivacioja kozel teljessé valik, az akcids potencidl iddtartaméanak szabalyozasaban az
SR kalciumfelvétele miatt bekdvetkezd intracellularis kalciumszint-csdkkenés valik
dominald tényezoévé. fgy a restiticidos gorbe elsé 200 ms-os szakasza alatt megfigyelt
akcios potencial iddtartam rovidiilést az egyre csokkend intenzitdsu natrium-kalcium
cserediffizioval magyarazzuk, mely az el6zé kalciumtranziens leszalld széaraval esik
egybe. Ez a feltételezés Osszhangban van Kirby és mtsai (1993) eredményeivel, akik
megfigyelték, hogy menyét kamrai szivizomsejteken a  natrium-kalcium
cseremechanizmus gatlasa az akcids potencial rovidiilését vonta maga utan.

A patkany kamrai szivizom restitucids kinetikdjanak harmadik, lassti negativ

komponensének magyarazata nem teljesen tisztazott. Ha 0Osszehasonlitjuk a
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szivizomsejtek elektromos €s mechanikai restiticiojat, azt tapasztaljuk, hogy az akcios
potencial idétartamanak csokkenésével parhuzamosan nétt a kialakuldé maximalis
kontrakcios erd nagysaga, melyet az irodalom is megerdsit (Schouten és Ter Keurs 1984,
Poggesi és mtsai 1987). Bar a kalciumtranziensrdl kimutattdk, hogy novelheti az akcids
potencidl id6tartamat, az aktudlis kisérletes koriilmények fiiggvényében ezzel ellenkezd
eredmények is napvilagot lattak (duBell és mtsai 1991, Lakatta 1992). Kisérleteinkben a
harmadik komponens idéallandoja 1.05 s-nak adodott, ami nem esik messze a
kalciumtranziensek 1.58 s-os reaktivacios idéallandgjatol. Ezek szerint a harmadik, késoi
negativ komponensért a fokozatosan novekvd kalciumtranziens okozta kalciumaram-
csokkenés lehet felelds, amelynek roviditd hatasa erdteljesebb, mint az emelkedd
intracelluléris kalciumszint okozta natrium-kalcium cseredram intenzitasfokozddasa miatt
bekovetkezd akcids potencidl idStartam-ndvekedés. Elméletileg a kalcium-fiiggd
kloriddram is rovidithetné az akcids potencial idétartamat a restitucid harmadik
szakaszaban (Zygmunt és Gibbons 1992). E lehetéség valdsziniségét jelentdsen
csokkenti az a megfigyelésiink, mely szerint 2 mmol/l SITS - a kloridcsatorna specifikus
gatloszere - jelenlétében a restitiicios kinetika nem véltozott érdemlegesen.

Patkany kamrai szivizméan végzett kisérleteink alapjan elmondhatjuk, hogy a
restitiicios  kinetika alakitdsdban az intracelluldris kalciumkoncentracidé tranziens
valtozasainak mindkét irdnyu hatdsa valdszinlsithetd. Egyrészt az extrastimulust
megeldzd akcids potencial altal kivaltott kalciumtranziens csokkenti az L-tipusa
kalciumdram nagysagat, masrészt noveli a natrium-kalcium cserearam intenzitasat. Ezen
ellentétes iranyt hatasok relativ részvételének megitélését tovabb bonyolitja az a tobbek
altal megfigyelt jelenség, hogy alacsony intracellularis kalciumkoncentracié esetén a
kalciumkoncentracié névekedése paradox modon fokozhatja a kalciumaram nagysagat,
mig a gatlo hatas inkabb a magasabb kalciumszintek mellett érvényesiil (Marban és Tsien
1982, Lee és mtsai 1985, Lee 1987, Tseng 1988).

A humén kamrai szivizomsejtek restiticios kinetikdjat csak részben
magyarazhatjuk az L-tipusut kalciumdram reaktivacidos sajatsagaival vagy az
intracelluléris kalciumszint valtozasaival. A human kamrai szivizomsejtek restitlicios
kinetikdjanak masodik, és a pitvari szivizomsejtek restitucids kinetikdjanak els6

komponensének idéallanddjat koriilbeliil 150 ms-nak talaltuk, ami irodalmi adatok szerint
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megkozelitoleg megfelel a késéi kaliumaram (Ix) deaktivacios iddallandojanak
(Sanguinetti és Jurkiewitz 1990), ezért ennek a komponensnek a megjelenését a késoi
kaliumaram  1do6-fliggé  deaktivacidjaval —magyardzzuk.  Alatdmasztani  latszik
feltevésiinket, hogy a restiticios kinetikanak ezt a komponensét prominensnek talaltadk
minden olyan emlés kamrai szivizomsejten és Purkinje roston, ahol a kés6i kaliumaram
kifejezett (Elharrar és Surawicz 1983, Robinson és mtsai 1987). Az intracelluléris
kalciumszintnek a human restitcids kinetikara kifejtett szabalyozé szerepét valdsziniisiti
az a kisérleti eredmény, mely szerint a human restitucios kinetika utols6 két komponense
jelentds frekvencia-fiiggést mutatott abban a tartomanyban, ahol a hagyomanyos
fesziiltség-fliggd konduktancidk idofiiggd valtozasai mar aligha johetnek szoba. A pitvari
szivizomsejtekre jellemzd Aj és A4 relativ amplitidokat 1ényegesen nagyobbnak talaltuk
rovid (750 ms), mint hosszt (5000 ms) kondicionéld ciklushosszak esetén. Az ezekhez a
komponensekhez tartozé idéallandok (kb. 1.5 s és 15-25 s) hosszabbak, mint a szobajovo
fesziiltség-fliggd konduktanciak reaktivacios idéallandoi, igy feltételezhetd, hogy azok
az intracellularis iondsszetétel (elsdésorban kalciumkoncentracié) lassu valtozasait
tikrozik (,,memory effect”). Mindenesetre figyelemre méltd, hogy a huméan kamrai
restiticio harmadik (pitvaron madsodik) komponensének kb. 1.5 s iddéallandoja
hibahataron belill j6 egyezést mutat a kalciumtranziens patkdnyon mért reaktivacios
idéallandogjaval, igy ez a mechanizmus a natrium-kalcium cserediffizion keresztiil részt
vehet a harmadik kamrai komponens kialakitdsaban. Az utols6, 15-25 s idéallanddval
jellemezhetd igen lassi komponens eredetét nem sikeriilt azonositanunk.

Eredményeinket és az azokbdl levonhatd kovetkeztetéseinket oOsszefoglalva
megallapithatjuk, hogy kisérleteink soran a restitiicios kinetika minden esetben szoros
Osszefiiggést mutatott az L-tipusu kalciumaram reaktivacids sajatsagaival, valamint a
patkany miocitdkon regisztralt intracellularis kalciumkoncentraciéo valtozéasaival. A
kalciuméaram intracelluldris kalcium-kelator jelenlétében meghatirozott reaktivacios
kinetikdjaban sem mi, sem masok (Josephson és mtsai 1984, Robinson és mtsai 1987,
Tseng ¢s Boyden 1989) nem taldltak olyan kiilonbségeket, amelyekkel az akcios
potencial idOtartamanak restiticidjaban észlelt nagyfoku heterogenitast meg lehetne
magyarazni. A nyulon és patkdnyon végzett kisérleteink arra utalnak, hogy az észlelt

diverzitds nem magyarazhatd a kiilonb6z6 tipusu kaliumcsatorndk preparatumonkénti
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sajatos megoszlasaval sem (Varrd és mtsai 1993). Az intracelluléris kalciumkoncentracio
altal szabalyozott — korabban mar emlitett — ionaramok fajonkénti megoszlasa sajnalatos
modon még nincs megfelelden feltérképezve, ennek ellenére valdsziniinek latszik, hogy
az emldsok miocitainak restitucios kinetikdjdban észlelt heterogenitds hatterében az
intracelluléris kalcium kezelésében és a szarkoplazmatikus retikulum funkciondlis és
morfologiai tulajdonsagaiban fellelhetd kiilonbségek allhatnak, melyeket fajonként eltérd
mértékben modositanak az akcids potencidl iddtartamat szabalyozo intracellularis

kalcium-fiiggd és attol fliggetlen iondramok sajatos megoszlasa.
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