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1., Bevezetés

A kés6i kaliumaram elsddleges szerepet jatszik a szivizom akcids potencialjanak
repolarizacidjaban. Az aramot létrehozo csatornafehérjék szerkezetének megvaltozasa vagy
farmakologiai befolydsoldsa az aram-, €s igy az akcios potencidl hosszdnak megvaltozasahoz
¢és aritmidk kialakuldsahoz vezethet (velesziiletett €s szerzett long-QT szindroméaban, kamrai
tachycardidban ¢és torsades de pointes kamrai tachycardidban). Az igy létrejovo aritmiak
minden eldjel nélkiil, gyakran fiatalkorban jelentkezhetnek, igy kiemelkedd szerepiik lehet a
hirtelen szivhalal fellépésében [56]. A késdi kaliumaram lassu komponensérdl (Ixs) szamos
emldsfaj szivizomsejtjein kimutattak, hogy p-adrenerg stimulacié hatidsara né az amplituddja
[25, 93], azonban az ezen aram gyors komponensére (Ix;) vonatkozd irodalmi adatok
ellentmondasosak [21, 22, 127]. Egészen a kozelmultig azt gondoltuk, hogy p-adrenerg
stimuldcié nem modositja az It [22], ujabb vizsgalatok soran azonban a cAMP tobbféle
modositd hatasat is leirtdk. Expresszalt K,11.1 csatorndkon kimutattadk, hogy a cAMP
csokkenti az Ig-t egyrészt a csatornahoz kotddve, masrészt a csatorna protein kinaz A (PKA)
medialt foszforilacidja altal [20]. Hasonloak az eredmények tengerimalac szivizomsejtek
B-adrenerg stimulacidja esetén is. Ezzel ellentétben allnak azok a tanulmanyok, melyekben a
B-adrenerg stimulacid hatasara novekedett az Ix, amplitaddja, a csatornak befelé
egyeniranyitasdnak mérséklodése miatt. Ezt a szerzok a B-adrenerg hatasra bekovetkezd
intracellularis kalciumkoncentracid6 novekedés, és a kovetkezményes PKC aktivalodas
hatasanak tulajdonitottak [35].

Vizsgalataink soran arra voltunk kivancsiak, hogy miként befolyasolja a kés6i kaliumaram
komponenseit a kozvetlen B-adrenerg stimulacio, illetve a B-adrenerg receptorok altal aktivalt
jelatviteli utvonalak — protein kindz A, protein kindz C — aktivalasa illetve gatlasa.
Kisérleteinket kutya kamrai szivizomsejteken végeztiik, mivel elektrofizioldgiai szempontbol
ez a legelfogadottabb huméan modell.

Méréseink soran izoproterenol alkalmazasdval aktivaltuk a [-adrenerg receptorokat,
elsdként a kovetkezményes aram-amplitidd valtozésokat vizsgaltuk. Munkank kovetkezd
Iépéseként a P-adrenerg stimuldcid kozvetitéséért felelés P-adrenerg receptor-altipust
kerestiik, specifikus gatloszerek segitségével.

A receptor azonositasat kovette a hozzajuk kapcsolodo jelatviteli utvonalak azonositasa,
ezen kisérletekben a PKA, EPAC ¢és PKC utvonal érintettségét vizsgaltuk. Ezeket a

kisérleteket specifikus enzimaktivatorok ¢és gatlészerek alkalmazasaval végeztiik.



Megvizsgaltuk, egy-egy ilyen enzimaktivator vagy gatloészer jelenléte befolyasolja-e az
izoproterenol késdi kaliumaram-aktivalé hatasat. A kapott eredményeket Osszegezve
kovetkeztettiink a vizsgalt Gtvonal érintettségére.

Szamos, a PKC tutvonalat befolyasolo gatloszerrdl ismert, hogy direkt csatornahatésai is
vannak [103]. Annak érdekében, hogy a méréseink soran nyert eredményekbdl megfeleld
kovetkeztetést tudjunk levonni, szerettiik volna kizarni az altalunk alkalmazott két PKC
gatloszer, a chelerythrine és GF109203X direkt kaliumcsatorna gatld hatasat. Ezeket a
méréseket hERG csatorndkon végeztik, melyeket HEK-293 sejtvonalon stabilan
expresszaltattunk.

Megvizsgaltuk a B-adrenerg stimulacid Igs -re kifejtett hatasat is. A kisérleti elrendezés
— az Igy/Ik: elkiilonitésére hasznalt gatloszerek kivételével — azonos volt az Ikx,-nél
hasznalttal. Az irodalombdl jol ismert a B-adrenerg stimuldcié Ikt aktivalo hatasa [25, 93],
igy az irodalmi adatokkal megegyezd adatainkat az alkalmazott modszer helyességének
igazolasara, onkontrollként hasznalhattuk.

Eredményeinket 0sszegezve és az irodalmi adatokkal 6sszevetve komplex képet alkottunk a
kutya kamrai szivizomsejteken megjelend késéi kaliumaram-komponensek [-adrenerg
stimulacid altali szabalyozasarol. Vizsgalataink ugyanakkor szdmos kérdést is felvetettek: a
késobbiekben vizsgalni szeretnénk a késoi kaliumaram lassu és gyors komponensének PKA
altali szabdlyozdsdban megjelend kiilonbségek pontos molekularis mechanizmusait, illetve
keressiik a kiilonboz6 PKC gatloszerek esetén megjelend direkt ioncsatorna hatasok molekula

szintli magyardzatat.



2., Irodalmi attekintés

A szivizomsejtek akcids potencidljat szamos iondram finom Osszjatéka alakitja ki [137].
Ezek az ionaramok az akcids potencial kiilonbozd fazisaiban aktivalodnak, és kiilonbozo
hatassal birnak annak lefutasara.

Az akcios potencidl nulladik fazisdban (az AP felszalld széara) id6-, és fesziiltségfiiggd
gyors Na' csatorndk aktivalodnak, sokszorosara ndvelve az addig alacsony Na®
konduktancidt. A Na' ionokra jelentds elektrokémiai hajtéeré hat, ezaltal a csatorna nyitasa
jelentds befelé iranyuld dramot eredményez, igy a membranpotencial aktuélis értéke a Na'
egyensulyi potencialja felé mozdul, tehat a membran depolarizalodik. A gyors Na' csatornak
a depolarizacio hatdsara gyorsan inaktivalodnak és a kiindulasi zart allapotba — ahol ismét
ingerelhetéek lesznek — majd csak a membran repolarizacidja soran kertilnek.

A depolarizacio hatasara egy korai kifelé irdnyuld aram (“transient outward current”, Iy,)
aktivalodik. Ez a repolarizal6 hatasti aram a felelés az akcios potencial elsé fazisanak, a
gyors, atmeneti repolarizacid kialakitdsaért. A depolarizaci6 tartos fennallasa aktivalja a lassu
tipusu fesziiltségfliggd kalciumcsatorndkat (Icor). Ez a depolarizdld hatasi 4ram a
membranpotencialt ismét a pozitiv irdnyba tolja el (in. platd fazis). A platd fazis alatt nem
torténik jelentésebb mértékii repolarizacié az I, inaktivalédasa és a K" csatornak lasst
aktivéacioja miatt.

Az AP harmadik fazisaban kezdddik meg a repolarizacids folyamat, amely visszadllitja a
membranpotencial nyugalmi értékét (az AP negyedik fazisa). A repolarizacidt szamos aram
egylitt hozza létre. A kezdeti szakaszt az Ic, 1 inaktivacidja hatdrozza meg leginkdbb, késébb
egyre nagyobb szerep jut a késéi K™ aram (delayed rectifier, Ix) komponenseinek, majd a
repolarizaciot az Ik teszi teljessé.

Az AP negyedik fazisa sordn az extranodalis (automdaciaval nem rendelkezd)
szivizomsejtek — igy a kamrai sejtek — membranpotencidlja is a nyugalmi értéken marad
egészen az ujabb AP kezdetéig. A negyedik fazist meghatarozé nagy K konduktancia (amely
az Ig;-et eredményezi) felelds azért, hogy a kamrai miocitdk nyugalmi membranpotencialja a

K" ionok egyensulyi potencialjahoz kozeli érték.
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1. dbra: A kamrai szivizomsejtek akcios potencialjanak fazisai és az ezeknek megfeleld
ionaramok. Az AP mellett feltlintetett arab szamok az AP egyes fazisait jelolik. A nulla
vonal felett 1athat6 jelek kifelé iranyuld (“outward”), mig a vonal alatti jelek befel¢ iranyulo
“inward”’) aramokat reprezentalnak. Varré €s mtsai. [112] kozleménye alapjan modositva.

2.1., Kaliumaramok és kaliumcsatornak a szivizomsejteken

A szivizomsejteken a kaliumaramok szamos formdja jelenik meg [23, 83]. Mukodéstik
szerint feloszthatjuk 6ket fesziiltségfiiggd (pl. Lo, Ikur, Ikr, ks, Ik1) €s ligandvezérelt (pl. Ik ach,
Ix atp, Ik 2p) kdliumaramokra.

Mivel a membranpotencial a szivciklus soran mindig pozitivabb, mint a K" egyensilyi

cr1e J4 J4 + 7 . . . rosr J4 r , s s o rrer
potencialja, ezért a nettdé K aram mindig kifel¢ iranyuld, és a membran repolarizacidjat,



illetve a nyugalmi membréanpotencial fenntartasat segiti elé. Elettani koriilmények kozott ezt a

szerepet foként a fesziiltségkapuzott csatornak jatsszdk. A szivizomzat koros mitkddésekor

azonban a ligandvezérelt csatorndk altal 1étrehozott aramok jelentdsége is novekedhet, pl. az

ATP éltal gatolt kaliumaram (Ix a7p) és az arachidonsav altal kapuzott kaliumcsatornak drama

(Ik.AA)-

2.1.1., A kaliumcsatornak szerkezeti felépitése

A kaliumcsatorndk szerkezeti felépitése az ioncsatorndk felépitésének altalanos elveit

koveti, miszerint porusformalod a-alegységbdl és jarulékos B-alegységekbdl épiilnek fel [18].

Szerkezeti felépitésiik szerint a human kaliumcsatorndkat 2TM (transzmembran), 4TM és

6TM egységbdl felépiilé csoportokra oszthatjuk.

Két transzmembran egységbdl (M1 és M2), intracellularis N- és C-termindlis részbdl és
egy porusformald szegmensbdl épiilnek fel (2TM/1P) a befelé egyeniranyito K*
csatornak (inward rectifyer, Iki) A porus szelektivitasi filterként Gly-(Tyr/Phe)-Gly
szekvenciat tartalmaz. Ez a struktara jellemz6 a K-, Karp- és Kach csatornakra, melyek
jellegzetesen homo- vagy heterotetramereket alkothatnak.

A négy transzmembran alegységbdl és két porusformald szegmensbdl (4TM/2P) allo
Kop csatorndk dimereket épitenek fel. A K' szelektivitasért az elsé porusban a
konvenciondlis Gly-(Tyr/Phe)-Gly szekvencia, a masodik porusban Gly-(Phe/Leu)-Gly
szekvencia a felelds. A Kyp csatorndk csekély 1d6- vagy fesziiltségfiiggést mutatnak, és
a nyugalmi membranpotencial szabalyzasaért feleldsek.

A hat transzmembran egységbdl és egy porusformald egységbdl allo, un 6TM/1P
csatorndk szerkezeti felépitése tipusos a fesziiltségfiiggd K, csatorndkon belil. A
depolarizaciéo soran ezek a csatorndk zart allapotbol eldszor aktivalt, majd inaktiv
allapotba kerlilnek, mely az ionaram lecsengéséhez vezet. Inaktivaciojuknak két formaja
ismert: N-tipusu inaktivacio, mely a porus intracellularis részének elzardsa Gtjan alakul
ki ,,ball and chain” mechanizmus utjan. A masik forma a C-tipusu inaktivacio, mely a
porus extracellularis részénél 1évo strukturdk atrendezédése folytan zarja el az
ioncsatornat [109]. Ez utébbi, C-tipusti inaktivacio érzékeny a csatornahoz kotédo
farmakonokra, illetve az extracellularis tér K~  koncentracidjara  [72].
A Ky-ioncsatorndk o-alegysége hat transzmembran részbdl (S1-6), intracelluldris N- és

C-termindlis doménbdl, valamint az S5 és S6 szegmens kozott elhelyezkedd



porusformalod részbdl all, melyben megtalalhatd a Thr-X-Gly-Tyr-Gly K szelektivitasért
felelos filterszekvencia [84]. A fesziiltségszenzor szerepét itt is a minden harmadik
pozicidoban megtaladlhaté Arg/Lys aminosavakkal bird S4 szegmens tolti be [59]. A
legtobb K, csatorna S6 szegmense egy Pro-X-Pro szekvenciat tartalmaz, mely az
aktivacios kapu kozelében egy éles hajlatot képez az S6 szegmens a-hélixében, sziikitve
a porus belsd jaratat [133]. A K,-csatorndk négy identikus alegység tetramerizacidjaval
hoznak 1étre funkcionalis csatornat. A K,1 alcsaladban az N-terminalis intracellularis
Tl domén a felelés a tetramerizacioért [1], mig a K,11 (erg) és K,7 (KCNQ)
alcsaladokban a C-terminalis domének tiinnek fontosnak a tetramerizaci6 kialakitasaban

[128].

Nature Reviews | Neuroscience

2. dbra: A kaliumcsatornak szerkezete. Az a panel a 2TM/1P struktirat, a b panel a 6TM/1P
struktarat, a ¢ panel a 6TM/1P és 2TM/1P formak hibridizacidjabol 1étrejott, eddig még csak
¢lesztokben leirt 8TM/2P format, mig a d panel a 4TM/2P struktarat szemlélteti. Choe
munk3dja alapjan [18].



2.1.2., Fesziiltségfiiggo kaliumcsatornak

A kéliumcsatornak koziil a fesziiltségfiiggd kaliumcsatorndk és a rajtuk atfolyo Iy, Ix; és

Ix vesznek részt a szivizomsejtek akcids potencialjanak kialakitasaban [96].

2.1.2.1., Tranziens kifelé iranyulo aram (1,,)

Az Ii,-t 1étrehozd csatorndk a sziv minden sejttipusdban megtaldlhatok — a nodalis
sejteket is beleértve [68]. Az I, depolarizacio hatasara aktivalodik, a kaliumcsatornakon
keresztiil csak rovid ideig folyik aram (transient outward current, I, azaz atmeneti kifelé
iranyuld dram). Az I, két komponensbdl tevédik 6ssze, melyeket Ly, €s Iip-nek neveziink. Az
I, 4-aminopyridin érzékeny kaliumaram, az I, egy Ca®" aktivalt CI” aram, mely szintén
rovid ideig fennall6 kifelé irdnyuld dramként jelenik meg [37].

A tranziens kifel¢ iranyuld aram (Ii,;) kinetikai szempontok alapjan két komponensbdl
tevodik Ossze: egy gyors (L) és egy lassu (Iis) komponensbdl. Az Iy, két komponensének
kifejezddése jelentds fajok kozti [113], és teriileti kiilonbséget mutat [101, 102]. Emberben az
aram mindkét komponensét leirtak, a pitvari sejteken csak a gyors komponens talalhaté meg,
a kamrai myocytakon mindkettét azonositottak [69]. Kutya és human munkaizomsejteken
eddig csak az i keriilt leirdsra, aminek létrehozdsaért a K,4.3 csatornafehérjék lehetnek a
feleldsek [49]. A K,1.4 szintén expresszalodik a human miokardiumban, ez eredményezi az
Lios 1étrejottét a szubendokardium sejtrétegében [49]. Bar a csatorndk surlisége a szivizom
minden teriiletén meglehetdsen alacsony, az &ram nagysaga nagymértéki eltérést mutathat. A
pitvarokban és a kamra epi- és midmiokardialis teriiletein nagy, mig a szubepikardialis
teriileteken viszonylag kis I;, mérhetd [101].

A tranziens kifel¢ iranyuldé aram megvaltozasat tobb korképben is leirtak. Kronikus
pitvarfibrillacié soran csokkent az Iy, csatornafehérjék expresszidja a pitvari szivizomsejteken
[32]. Szivelégtelen betegekben [5], illetve pacemakeres kamrai ingerlés sordn szintén
csokkent csatornafehérje expresszio figyelheté meg a kamrai munkaizomsejteken [135]. Ezzel
szemben szivelégtelenek pitvari szivizomsejtjein az I, denzitdsat nagyobbnak talaltak, és az

aram kinetikaja is megvaltozott, ami hozzéjarulhat az akciés potencial rovidiiléséhez [92].
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3.abra: A kutya kamrai szivizomsejteken mérhetd tranziens kifelé iranyuld aram (I,). A: egy
analog aramgorbe, melyet -40 mV-os tartopotencialrol +50 mV-ra térténd depolarizacid
valtott ki. B: az aram fesziiltségfiiggése. Szabd €s mtsai. munkaja alapjan [101].
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4.abra: A kutya kamrai szivizomsejteken mérhetd befelé egyeniranyitdé kaliumaram (Ix;) A:
egy analdog daramgorbe, melyet -80 mV-os tartopotencidlrol -135 mV-ra torténd

hiperpolarizacio valtott ki. B: az aram fesziiltségfiiggése. Szabo és mtsai. munkéja alapjan
[101].
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2.1.2.2., A befelé egyeniranyito kaliumaram (Ix;)

Az Ig;-et az IRK csoportba tartozo, erésen befelé egyeniranyitd tulajdonsagu ioncsatornak
hozzak létre. Az Ik, denzitasa legnagyobb a Purkinje sejteken és a kamrai munkaizomsejteken
[40], kisebb a pitvari kardiomiocitdkon [36]. Az dramot eddig sem a szinusz csomd, sem az
AV-csomo sejtjein nem irtdk le. Az Ik, legvaloszinilibb csatornaalkoto fehérjéje a Ki;2.1 [136].

A csatorndk erSsen befelé egyeniranyito karakterisztikajuak, amelyért Mg®™ [111],
valamint poliaminok (putreszcin®’, spermidin®®, spermin*") csatorndhoz valo fesziiltség- és
1dofliggd kotddése a felelds [59]. Befelé egyeniranyitasuk miatt ezeken az ioncsatorndkon a
nyugalmi membranpotencidlnal negativabb fesziiltségértékek esetén jelentds aram folyhat
keresztiil, mig a —40 mV-nal pozitivabb membranpotencidlok esetén folyo kifel¢ iranyulod
aram kicsi. [137].

A csatorna milkddését szamos tényezd befolyasolja [85]. Az extracellularis kélium
koncentracio novekedése noveli a K;;2.1 csatornak konduktancidjat [76], mig az intracellularis
acidozis, oxidativ stressz [62], Cs* és Ba®" extracellularis alkalmazasa [43], tobb antiaritmias
szer (pl. kinidin, amiodaron) illetve lizofoszfatidil-kolin [90] gatolja. Human kamrai
szivizomsejtekben [B-adrenerg hatas gatolja az Igxj-et PKA 4ltal kozvetitett foszforilacio
kovetkeztében. A csatorna  P-adrenerg  modulacidja  szignifikdnsan  csokken
szivelégtelenségben [54]. Az Ix; nagymértékli csokkenését tapasztaltdk mind pitvari, mind

kamrai miocitdkon szivelégtelenségben szenvedd betegeken [5].

2.1.2.3., Keésoi kaliumaram (Ig)

A kés6i kaliumaramot 1étrehozo ioncsatorndk depolarizacié hatdsara nyilnak meg és
negativabb fesziiltségértékek mellett meglehetdsen lassan zarulnak. A csatorndkon
keresztiilfolyo kéaliuméaram (Ix) a fesziiltség és id6 fiiggvényében valtozik és fontos szerepet
jatszik az akcids potencidl repolarizacigjaban. A késéi kaliumdramot kinetikai- ¢és
egyeniranyitd tulajdonsagok, gatloszer érzékenység valamint intracellularis modulécid
szempontjabol harom komponensre bonthatjuk [16, 71, 88]. Ezek az ultragyors komponens
(Ikur), @ gyors komponens (I;) és a lassia komponens (Igs). Az Ik, gyorsan aktivaldédik, majd

nem, vagy csak nagyon lassan inaktivalodik [137]. Az Ik, az Ik,-nél lényegesen lassabban
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aktivalodik, majd inaktivalodik. Az Igs aktivacidja lassabb, mint az Ik,-¢, de az Ixs nem
inaktivalodik, hanem deaktivalodik. A deaktivacio azt jelenti, hogy ez esetben az ioncsatornak
nyitott allapotbdl kozvetleniil zart allapotba keriilnek, és nem inaktiv allapotba, mint teszik azt

az inaktivacid soran. Az Ik deaktivacidja gyorsabb, mint az Ig.-€.

\ r— O P —
ﬁ 150 lassu gyors
cC->0 C«<0 C—0
lassi C>0->1 N Y
+30 mV +30 mV I
-4@ 5 sec -40 mvV -40 mV -40 mV
1sec
B
&0 5
?"1 5 ij g0
% ’ j/ E 0’4-
1 ©
@ 1 ,O T j E
X 4 0 2.
o o
‘-I(—U 0’5 ) -/. é
-20 0 20 40 60 -20 0 20 40
Membranpotencial (mV) Membranpotencial (mV)

5. dabra: Az Ik és Ik, viselkedése depolarizdldo négyszogimpulzus hatdsdra. A: Az Ik a
depolarizaciot kovetden lassan aktivalodik, majd a —40 mV-ra torténd repolarizacio hatasara
lassan deaktivalodik. Az Ixs nem, vagy csak nagyon lassan inaktivalodik. Az Ik,
depolarizaci6 hatasara aktivalodik és ugyanekkor inaktivalodik is, majd a sejtmembrant —40
mV-ra repolarizalva az ioncsatorndk gyorsan visszatérnek az inaktivaciobol. Ezt kdvetden
az Ik, lassu deaktivalddasa zajlik. C: zart ioncsatorndk; O: nyitott ioncsatornak; I: inaktiv
ioncsatornak. B: Az Iks és Ik, —farokdramok fesziiltségfiiggése. Szentandrassy és mtsai.
munkaja alapjan [102].
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A késOi kaliumdaram jelenlétét minden tipusu szivizomsejtben leirtdk, &m az egyes
komponensek aramstiriisége jelentdsen eltér a kiilonb6zd fajokat, illetve a miokardium egyes
régioit tekintve [74]. Az Ik, és Ik, mind pitvari, mind kamrai munkaizomsejteken megtalalhato
[57, 126], az Ik, jelenlétét human miokardiumban eddig még csak pitvari sejteken
bizonyitottdk [71]. A késbéi kaliumaram komponenseinek a sziv bal kamrdjdban eltérd
sziveslcs-szivbazis irdnyu, illetve transzmurdlis expresszidja figyelhetd meg. Nyul
preparatumokon mind az Igs, mind az Ik, kisebb az apikélis miocitdkon, mint az anulus
fibrosus felé esd, un. ,,bazis” részen [14]. Kutya szivizomsejteken az Ik, tekintetében nem
figyelheté meg szignifikdns apiko-bazalis eltérés, am az Ik, kisebb a bazis részen a
szivesucshoz képest [102]. A miokardium egyes rétegeit tekintve az Ik, dramslriiségében
nincs szignifikans kiilonbség, am az Ik kisebb a kamra midmiokardialis rétegében a szub-
epikardiumhoz viszonyitva [101].

A kés6i kaliumaram elsddleges szerepet jatszik a szivizom akcids potencialjanak
repolarizacidjaban. Az aramot létrehoz6 csatornafehérjék szerkezetének megvaltozasa vagy
farmakologiai befolyasoldsa az é4ram — ¢és igy az akcidés potencidl hosszdnak
megvaltozasahoz ¢s aritmidk kialakuldsdhoz vezethet. Ezek koziil a legjellemzdbbek a
long-QT szindromak kiilonbozé formai. Ezekben a betegségekben az akcids potencial
megnyulasa miatt fokozodik a korai utddepolarizaciok és a torsades de pointes kamrai

tachycardia kialakuldsanak valdszinilisége, igy gyakrabban fordul eld hirtelen szivhalal.

2.1.2.3/A., A késoi kaliumaram ultragyors komponense (Ikyr)

Human pitvari szivizomsejteken kizarolag 4-aminopyridin érzékeny Ik, mutathato ki,
kamrai preparatumokon még nem igazoltdk a jelenlétét [57]. Gyorsan aktivalodé K aram,
mely nem, vagy csak nagyon lassan inaktivalodik [71].

Az Ikt egyesek, mint az Ix ultragyors komponensét irjak le, azonban sokan az I, nem
inaktival6do komponensének tartjak. Az aram kinetikdja és farmakoldgiai tulajdonsagai fajtol
¢és szovettipustdl fiiggben valtozdak. Az Ik, eltérd sajatsagai a kiilonbozd csatornaalkotod
fehérjék eltérd expresszids mintazataval magyarazhatd, de nem zarhato ki a jarulékos fehérjék
szerepe sem. A KCNAS5 gén altal kodolt K,1.5 fehérje a human pitvarban megfigyelhetd Ik,
aram legvaloszinlibb molekularis jeloltje. Egyéb preparatumokon a K,3.1 (KCNC1), K,1.2
(KCNA2) és K,2.1 (KCNB1) johet szoba, mint csatornaalkoto fehérje [125].
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2.1.2.3/B., A késéi kaliumaram lassu komponense (Iks)

A szivizomsejteken észlelhetd Ixs-t a 11. kromoszéma révid karjan levd KCNQI (korabbi
nevezéktan szerint K,LQT1) gén altal kodolt K,7.1 csatornafehérje és a MinK, mint jarulékos
fehérje egyiittes expresszioja hozza létre [4]. A KCNQ csalad K csatornait a fesziiltségfiiggd
K" csatorndk doménjeinek klasszikus, hat transzmembran szegmensbél allo felépitése
jellemzi, azonban az a-alegységekbdl hianyzik a K, csatorndkra jellemzd tetramerizacidhoz
sziikséges régio. A 21. kromoszoéma hosszu karjan talalhato KCNE1 gén altal kodolt MinK
fehérje egyetlen transzmembran doménbdl all, és dnmaga nem képez ioncsatornat. Szerepe,
hogy a KCNQI1 fehérjéhez B-alegységként kapcsolddva modulalja a pérusformald alegység
farmakologiai befolyéasolhatosagat és mukodését. A velesziiletett
long-QT szindréma leggyakoribb forméjaért, az 1-es tipust long-QT szindroméért (LQT1) a
felel6s a long-QT szindroma 5. tipusanak (LQTSY) kialakitasaért [26].

Az Igs depolarizacio hatasara lassan aktivalodik és nincs inaktiv allapota. Az aktivacid
fesziiltségfiiggését vizsgalva a félmaximalis depolarizalé potencial értékeit —13 mV ¢és
+26 mV kozott mérték [3, 61]. Az aram aktivaciojat biexponencidlis fliggvény illesztésével
jellemezhetjiik, az aktivacié idofiiggésének gyors iddallandoja +50 mV-ra depolarizalva
350 ms kortili, a lassu id6allando 8,5 s koriilinek adodik humén kamrai szivizomsejteken [57].
A deaktivaci6 iddbelisége jelentdsen fajfiiggd; tengerimalac esetén lassu (360 ms), kutya ¢€s
human mintdkon viszonylag gyors (60-150 ms) [31, 47].

Az Igt f6ként K ionok hordozzak, de a csatorna kevésbé szelektiv K™ ionokra, mint az
Ix-t 1étrehozd6 KCNH2 ioncsatorna [61]. Kiilonb6z6 emldsfajokban mérve egyetlen
ioncsatorna konduktancidja mintegy 3-5 pS-nek adodik [3]. Az extracellularis K'
koncentraci6 nincs kozvetlen hatdssal a csatorndk vezetdképességére, azonban az
intracellularis Na* és Ca”" koncentracié emelkedése noveli az Ixs-t [73].

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy B-adrenerg stimuldcié hatdsara az aram aktivaciojanak
fesziiltségfiiggése negativabb membranpotencialok iranyaba tolodik, illetve lassul az aram
deaktivacidja [120]. a-adrenerg hatas noveli [119], egyes farmakonok — példdul amiodaron
— krénikus adagolasa, illetve hypothyroidismus csokkenti az Ixs-t [7, 8]. Kutydkban komplett
AV-blokk miatti szivizom hipertrofidban mindkét szivkamra sejtjein kisebb az Ik

amplituddja, mint a kontroll kériilmények kozott [117].

15



2.1.2.3/C., A késoi kaliumaram gyors komponense (Ik,)

Az Iyt létrehozd ioncsatorna a fesziiltségfiiggd K™ csatorndk eag csaladjanak erg
alcsaladjdba tartozik. A csatornaalkoté K,11.1 fehérjét a 7. kromoszoma hosszu karjan
elhelyezkedd6 KCNH2 gén (korabbi neve: hERG) kodolja [87]. A MiRP1 fehérje az
ioncsatornaval kolcsonhatasba keriilve modositja annak kapuzasat és permeabilitasat [64]. A
MiRPI1-et a 21. kromoszoma hosszu karjan elhelyezkedd KCNE2 gén kodolja. A K,11.1-hez
jarulékos alegységként a kordbban mar emlitett minK is kapcsolodhat.

A KCNH2 mutéacidja a long-QT szindroma 2. tipusat (LQT2) okozhatja [22], mig a
KCNE2 gén mutacioja felelds a long-QT szindroma 6. tipusaért (LQT6) [15].

Az Ik, gyorsan aktivalodik, az aktivacié félmaximalis fesziiltségértéke —20 mV és =5 mV
kozott van. A csatorna aktivacidja fliggetlen az extracelluléris kalium koncentraciojatol [94].
Az aktivacid6 és deaktivacid6 iddallandoi fajonként eltéréek, ¢és fiiggenek a
membranpotencialtél is. Az Ik, aktivaciés idéallanddja mintegy 100-500 ms (+50mV)
[11, 88], humén szivizom esetén nagyjabol 100-200 ms (+50mV) [114, 115], ami joéval
gyorsabb aktivacidt jelent, mint az Ixs esetén megfigyelhet6. Huméan ¢és kutya
szivizomsejteken azonban az Ik, lassabban deaktivaldédik, mint az Ixs [31, 47], ennek
megfelelden idébeli lefutasa is joval elnyujtottabb az Ixs-énél.

Az egészsejtes konfiguracioban mért aramjel idébeli lefutasa szaturaciot mutat az
inaktivacié legcsekélyebb jele nélkiil. A steady-state aram fesziiltségfiiggése 40 mV
kornyékén mutat maximumot, és nagyobb mértékili depolarizacio hatdsara az aram-amplitudo
csokken. Kimutattdk, hogy az Ik, ezen tulajdonsagédért valdjdban egy nagyon gyors
inaktivacios 1épés felelés mely a csatorna lassu megnyilasat koveti [132]. A K,11.1 csatornak
ezen tulajdonsidga tehat nem a klasszikus értelemben vett egyenirdnyitds, hanem az
ioncsatornak kapuzasi kinetikajabol kovetkez6 sajatossag.

A csatorna foként K ionokra nézve permedbilis, bar K* szelektivitisa kozel sem olyan
nagymértékti, mint pl. az Ig;-et 1étrehozo K;j2.1 fehérjékbdl allo ioncsatornanak. Elettani
koriilmények kozott egyetlen ioncsatorna konduktancidja 2 pS koriili [52].

Az Ik, szelektiv gatloszerei, mint az E-4031, a dofetilid vagy a D-sotalol
metanszulfonanilid szerkezetli vegyliletek, melyek jelentésen ndvelik a kamrai akcios
potencial hosszat [39, 88, 98]. Ezen tulajdonsaguk alapjan az Ik, gatloszereket a II1. osztalya
antiaritmids gyogyszerek kozé soroljak [12]. Az Ik, gatldsdt nem csak antiaritmids szerek
jelenlétében figyelhetjilk meg, hanem példaul egyes antihisztamin szerek (pl. terfenadin,

astemizol, cetirizin), mikroba-ellenes szerek (pl. erythromycin, ketokonazol), gyomor-
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bélrendszerre hato gyogyszerek (pl. cisaprid), illetve antipszichotikumok (pl. haloperidol) is
hasonl6 hatéast gyakorolnak rd [67]. K6zOs vonasa a fent felsorolt szereknek, hogy legaldbb
egy aromas gylriit tartalmaznak, valamint, hogy Ik, blokkol6 hatasukat az altal fejtik ki, hogy
a nyitott allapotti csatorndk porusdba kotddnek, majd a csatorna aktivacidos kapujanak
zaroddasa utan ottrekednek és eldugitjak azt. Az extracellularis kaliumkoncentracié csokkenése
csokkenti az Ix, amplitaddjat [89], és egyuttal érzékenyebbé teszi a csatorndkat dofetilid vagy
kinidin 4ltal okozott géatlassal szemben [131]. A kiils6 tér feldl hatod kétértékii kationok szintén
gatoljak a K,11.1 csatornat [38, 97]. Az Ik, csokken a szervezet acidozisanak hatasara is
— ekkor egyrészt gyorsul az aram deaktivacioja, masrészt az aktivacio fesziiltségfliggése is
modosul [116].

A kés6i kaliumaramot létrehozo csatorndk expresszidja valtozik az egyedfejlodés
soran [134]. Egér modellen végzett vizsgalatokban azt tapasztaltak, hogy az embrioban foként
K,11.1 ioncsatornak (Ix;) expresszalodnak, 0jsziilott egerekben az arany megfordul a K,7.1
ioncsatorna  (Ixs) javara; ugyanakkor felndtt egerekben sem Ix, sem  Iks
nem mutathato ki [122].

Kutya modellen Iétrehozott teljes AV-blokk, és kdvetkezményes kamrai hipertrofia soran
az Ik, aramstriisége csokkent a jobb kamrai kardiomiocitdkban a kontroll csoporthoz képest,

mig a bal kamraban nem volt szignifikans eltérés [117].

2.2., A f-adrenerg stimuldcio

2.2.1 Az adrenerg receptorok

Az adrenerg receptorok a sejtfelszini 7-transzmembran receptorok (7-TM-R) csaladjaba
tartoznak. Ezek a receptorok elsdsorban intramembran szerkezetiik, részben pedig a primer
szerkezet homologidja alapjan szupercsaladot képeznek. A szupercsalad tagjai valamennyien
monomer fehérjék, egyetlen hosszi polipeptidlancbdl allnak, amely hét hidrofob a-hélix
szakasszal kigyozik 4t a plazmamembranon, amelyeket 3 intracellularis hurok (i1-3) és 3
extracellularis hurok (e2-4) kot 0ssze. A fehérje N-terminalisa extracelluldrisan, C-terminalisa
intracellularisan helyezkedik el. Valamennyi 7-TM-receptor jelkozvetitési mechanizmusaban

kozos, hogy az agonista ligand megkotését kovetden a jelkozvetités elsd 1épése a
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plazmamembran belsé felszinén elhelyezkedd heterotrimer G-proteinek (Gafy- guanin
nukleotid k6td fehérje) valamelyik tipusanak az aktivalasa [55].

Az adrenerg receptorokat aminosav-szerkezetik ¢és ligandaffinitasuk alapjan
osztalyozhatjuk. Ezek szerint megkiilonboztethetiink o), oy, Pi, P2 €s Ps-adrenerg
receptorokat [46].

Az oy-adrenerg receptor Gy fehérjékhez kapcsolodik. Agonistdi a noradrenalin,
phenilephrin, methoxamin, cirazolin és xylometazolin. Antagonistdi koziil az alfuzosin,
doxazosin, phenoxybenzamin, phentolamin és prazosin a legjelentésebbek [30, 66].

Az op-adrenerg receptorok G; fehérjéhez kapcsolddnak és gatoljadk a membrankotott
adenilat-ciklaz (AC) enzimaktivitdsat. Legismertebb agonistdi a dexmedetomidin, a
medetomidin, a romifidin, a clonidin és a xylazin. Antagonistai tobbek k6zott a phentolamin,
az yohimbin, a idazoxan és az atipamezol [30].

A B-receptor izomerek valamennyien G fehérjéhez kapcsolddnak, aktivalédasukkor
novelik a sejtek AC aktivitasat, ezen keresztiil az intracellularis cAMP szintet. Agonista-
specificitasaért az 03,6 és 7 helixek a feleldsek, amelyek mintegy ligandkotd zsebet alkotnak.
A receptor G; fehérje interakciojat a fehérje C-termindlisa, a G-fehérje szelektivitasat az 12
hurok ¢€s az 13 hurok amino- €s karboxiterminalisa biztositja.

A Bj-receptorok fehérjét a 10. kromoszéman (10q24-q26) elhelyezkedd ARDBI1 gén
koédolja. Pi-receptorok a pitvari és kamrai szivizomsejteken, a vese juxtaglomeruldris
apparatusanak renintermeld sejtjein és a gyomor P/D1 sejtjein taldlhatok. Aktivalodasuk
tobbek kozott pozitiv chronotrdp, pozitiv dromotrop, pozitiv inotrép €s bathmotrop hatast
kozvetit, fokozza a vese renin €s a gyomor ghrelin elvalasztasat [138]. Agonistai az adrenalin,
izoproterenol, denopamin €és xamoterol. Antagonistai a legismertebb II. osztalyu antiaritmias
szerek: metoprolol, bisoprolol, atenolol, nebivolol, stb. [30].

A B,-receptorok szerkezetiiket tekintve nagyfoku homologiat mutatnak a ;-receptorokkal
[99]. Agonistai ismert asthma- ¢€s tokolitikus gyogyszerek: adrenalin, izoproterenol,
salbutamol, salmeterol, terbutalin és a ritodrin. Szelektiv antagonistdja a butoxamin, de gatolja
az 0sszes nemszelektiv II. osztalyl antiarritmiés szer is [30]. A fehérjét az 5. kromoszoéman
(5931-q32) elhelyezkedé6 ARDB2 gén kodolja.

A PBs-receptorok a receptorcsalad legutoljara felfedezett tagjai. Legismertebb eldfordulasi
helyiik a zsir és barnazsirszovet, funkcidjuk a lipolizis €s a hdtermelés fokozasa. Néhany
specifikus Bs;-receptor agonistardl ismert anxiolitikus hatésa, igy feltételezhetéen a receptorok
a kozponti idegrendszerben is eldfordulnak, funkciéjuk azonban még nem teljesen

tisztazott [95]. Kimutattak 6ket az epeholyag faldban, a hugyholyag falaban (relaxal6 hatasuk
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van) €s az agy zsirszovetében is. A fehérjét az 8. kromoszoméan (8pl2) elhelyezkedd
ARDB3 gén kodolja.

Specifikus agonistdi az amibegron, solabegron és nebivolol.
Antagonistdja a SR 59230A, amely molekula azonban a,-gatl6 hatassal is bir.
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intracellularis térben van. 1l1-3 intracellularis hurkokat, e2-4
extracellularis hurkokat jelolnek. A C-terminalis kozelében 1évo cisztein membranhoz
[58].

6.dabra: A human B,-adrenerg receptor szerkezete. A C-terminalis vég az extracellularis,
az N-termindlis az
kotddése miatt egyes szerzOk i4 hurkot is megkiilonboztetnek. Ligget munkaja alapjan
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2.2.2., Az adrenerg receptorokhoz kapcsolodo jelatviteli utvonalak

Az intracellularis jelatviteli Utvonalak kozos tulajdonsaga, hogy reverzibilis fehérje-
foszforilacié és defoszforilacid révén valdsulnak meg. A foszforilacids folyamatot protein-
kindzok katalizaljak és foszfoprotein-foszfatdzok sziintetik meg. A fehérjék foszforilaltsagi
allapotat a két enzimaktivitas egyensulya hatarozza meg. Az altalunk vizsgalt utvonalak a

cAMP/PKA és a PLC/IP;-DAG utvonalak voltak.

2.2.2.1., cAMP/PKA utvonal

Az utvonal G és G -fehérje kapcsolt receptorok ligandkotésével aktivalodik. Ennek
hatasara a G-fehérjék a alegysége GTP kotott formaban aktivalja vagy gatolja az adenilat-
ciklazt. Az aktiv adenilat-ciklaz fokozza a sejt cAMP szintjét, a cCAMP PKA-hoz k&tddve
aktivalja azt [108, 130].

A Gy és Gi-fehérjék szerkezetiiket tekintve heterotrimer proteinek, Ga, GfS és Gy
alegységekbdl allnak A Gs-fehérjék aktivaljak, a Gi-fehérjék gatoljak az AC enzimet. Ez az
enzim felelds a sejt cAMP szintjének emeléséért, az intracellularis ATP cAMP-vé
atalakitasaval. Az adenilat-ciklaz enzimcsalad kilenc membranba horgonyzott [100] és egy
szolubilis [9] izoformat foglal magdba (AC1-10). A membranba horgonyzott formakat
heterotrimer G-fehérjék képesek moduldlni (aktivalni vagy gatolni), igy ezek a formak
kulcsszerepet jatszanak egyes sejten kiviilrél érkezo jelek feldolgozasaban. A szolubilis forma
milkodését ezzel szemben ezek a G-fehérjék nem képesek befolyasolni. A Gy és Gga
alegységek novelik az AC aktivitdsat és igy a cAMP szintet, a Gja fehérjék ezzel szemben
gatoljak az AC aktivitast, igy csokkentik a sejt cAMP szintjét. Az AC1, AC3, ACS, AC6 ¢és
ACY izoforma aktivitast az intracellularis Ca®" koncentracid is befolyasolja [19], igy
modulélhatja az érintett jelatviteli utvonalakat.

A szivizomban az AC4, ACS, AC6 és AC7 izoforma expresszalodik, de mRNS szinten az
AC9 is jelen van. Az ACS szintje az életkor eldrehaladtaval novekszik, mig AC6 szintje
valtozatlan marad. Szivelégtelenségben az AC6 szintjének csdkkenését irtdk le, az ACS
expresszidja nem valtozik a korfolyamat soran [28].

Az AC altal létrehozott cAMP egy ciklikus mononukleotid, amely intracelluléris

— ¢&s esetenként extracellularis [44] — jelatvivé molekulaként szdmos peptid- és aminosav-
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szerkezetli hormon hatasat medialja. A cAMP {6 forrésa a sejt ATP tartalma, az atalakulast az
AC enzim katalizalja. Elbontasaért a sejt foszfodiészteraz (PDE) enzimei a feleldsek, melyek
5’AMP-v¢ alakitjak. Az aktudlis cAMP szintet a két enzim (AC, PDE) egyensulya hatarozza
meg. A foszfodiészterazoknak szdmos izoformajat ismerjilk, melyek eltéré aktivitassal
rendelkezhetnek. A szivizomban a PDE1-4 fordul el6. A PDE1 Ca®" és kalmodulin érzékeny,
a cCAMP-n kiviil a cGMP bontésara is képes. Hasonl6 aktivitasi a PDE2 is, ezt a format a
cGMP aktivalni képes. A cGMP-nek gatlo hatasa van a PDE3 izoformara, ez a forma a PDE2
¢s PDE4-gyel egyiitt csak a cAMP bontasara képes. A szivizomban a foszfodiészterazok
specialis szubmembran elhelyezkedését irtak le [82], ezaltal segithetnek a cAMP fiiggd
folyamatok kompartmentalizacidjaban.

A PKA egy cAMP fiiggd enzim, amely szdmos sejtfolyamatban, tobbek kozott a
génatirasban, sejtanyagcserében, a sejtciklus €s apoptdzis szabalyozasaban jatszik szerepet.
Az aktivalatlan protein kindz A enzim négy alegységbdl — két katalitikus (C) és két
regulatérikus, homo- vagy heterodimert alkotd (R) alegységbdl tevodik Ossze. A
tetramerizacioért az R-alegységek N-termindlis doménjei feleldsek. Az ebben az R-alegység
kotott formaban a C-alegységek enzimaktivitasa elhanyagolhat6. Az R-alegységek két-két
cAMP kot helyet tartalmaznak, amely helyek kooperativ mdédon kotik a cAMP-t. A cAMP
molekuldk kotésekor a regulatorikus R-alegység dimerek disszocialnak a C-alegységekrdl, igy
a szabadda valo C-monomerek felszabadulnak a gatlas alol. A regulatérikus alegységet négy
gén kodolja: Rla, RIp, Rlla és RIIS, a katalitikus alegységet harom: Ca, Cf és Cy.
A kiilonbozo szovetekben megfigyelhetd PKA eloszlési, biokémiai és fizikai kiilonbségekért
leginkdbb az R-izoformak kozti kiilonbségek a feleldsek, a C alegységek szerepe ebben a
tekintetben elhanyagolhat6. A PKA enzimnek I (PKAT1) és II (PKA?2) tipusat kiilonithetjiik el,
attol fiiggden, hogy RI vagy RII alegységekbdl épiil fel. A PKA1-et féként a citoplazmaban,
mig a PKA2-t kiilonb6z6 sejtorganellumokhoz asszocidltan talalhatjuk. Ennek megfeleléen a
PKA2 — a PKAI1-el ellentétben — nem egy ,,szabadon usz6” enzim, a kihorgonyzasaért az
AKAP fehérjék feleldsek. Ezek a horgonyzd fehérjék biztositjdk a PKA2 enzim
célspecificitasat, illetve limitaljak az enzim miikddését. Az igy kihorgonyzott PKA molekulak
csak a kozeliikben 1évé fehérjék mitkodését képesek befolydsolni, tobbek kozott fesziiltség-
fliggd ioncsatornakét [104] és az excitacios-kontrakcids kapcsolataban résztvevd fehérjék
miikodését. Foszforildlni és igy aktivalni képesek a rianodin receptort [60], a foszfolambant
[63], a troponin I -t illetve a miozinko6td protein C -t [13]. A PKA 4ltal foszforilalt K, 1.4,
K.4.2 és K,4.3 csatorndkon atfolyo I, ugyanakkor csokken [110].
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7. abra: A cAMP/PKA utvonal. A sejtmembran 7TM receptorai ligandkdtésiikkor Gs-
fehérjéken keresztiil AC—t aktivalnak, igy novelik a sejt cAMP szintjét. A cAMP
kozvetlen ioncsatorna hatasai mellett, PKA-t aktival, illetve hozzajarul az EPAC ttvonal
elinditdsdhoz. A PKA membrankotott formaban, vagy AKAP proteinek segitségével a
célmolekuldjadhoz asszocialtan talalhato, igy tudja specifikusan foszforilalni azt. A cAMP
elbomlasat, igy PKA aktivitdsanak megsziinését a sejt PDE molekulai biztositjak.

2.2.2.2., Az EPAC utvonal

A cAMP szint emelkedése a PKA-n kivill maés célfehérjék miikodését is képes
befolyasolni. Ilyen fehérje példaul az EPAC (Exchange Protein directly Activated by cAMP)
[6]. Az EPAC egy, a monomer G-fehérjék GTP kotését fokozé GEF (Guanine Nucleotide
Exchange) fehérje, ami segiti a monomer G-fehérjék aktivaciojat. Az EPAC két izoformajat
irtdk le, az EPACl-et és EPAC2-t. A két forma expresszids mintazata sejtspecifikus, és az
¢letkor elérehaladtdval is valtozhat. A szivizomban jellemzéen az EPACI1 forma

van jelen [51].
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Az EPACI fehérje felépitése a PKA -hoz hasonldan katalitikus és regulatorikus doménbdl

all. A C-termindlis katalitikus régi6 CDC25 homoldg domént tartalmaz, amely a GEF

aktivitast biztositja. Az ezt kovetd RA (Ras associating) ¢s REM (Ras exhchanger motif)

domének a fehérje és Ras-GTPazok kozti interakcidban jatszhatnak szerepet.
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8. abra: Az EPAC ttvonal. A sejt cAMP szintjének emelkedése a PKA utvonalon tul
hozzajarul az EPAC t1tvonal elinditasahoz is. Az EPAC aktivalja az R-Ras-t, a Rapl-et,
amin keresztiil a Racl-et majd RhoA-t. A Rapl PLCe aktivacidhoz, ami a PKC utvonal
elinditasdhoz, igy szamos fehérje, példaul ioncsatorndk foszforilacidjahoz vezet. Az
EPAC kozvetlenil aktivalja a RyR-t és a SERCA-t is. Az inzertben az EPACI felépitése
van abrazolva. Schmidt és mtsai. munkaja alapjan [91] modositva.
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Az N-terminalis regulatorikus domén autoinhibitoros funkcidval bir, egy nagy affinitisa
cAMP kotd domén (cAMP-B) és egy pleckstrin domén épiti fel. Utobbi felelds a fehérje
membranhoz kotéséért. Az EPAC2 a fenti Osszetételen feliil alacsony affinitasi cAMP kotd
domént (cAMP-A) is tartalmaz, ennek bioldgiai funkcidja még nem tisztazott, valoszinileg a
PKA aktivaciojaban jatszhat szerepet [81].A sejten beliil az EPAC fehérjék a membranhoz
kotve, vagy a mikrotubulus rendszerhez asszociéltan taldlhatok. Funkcidi koziil kiemelendd
az R-Ras ¢és Rapl/RhoA aktivacidja, ezen keresztil a migracidban, sejtpolaritas
kialakitasaban, az integrinek mikodésében, a sejtadhézidoban és sejtalak valtoztatdsaban
betdltott szerepe [65]. A Rapl —en keresztiil aktivalja PLC-t, igy befolydsolhatja a PKC
utvonalat is [121]. Az EPAC fehérjék modulalhatjak az excitacitacios-kontrakcids kapcsolatot
valamint az intracellularis kalcium homeosztazist is, mivel direkt aktivald hatassal birnak a

RyR2-re és a SERCA pumpara [77].

2.2.2.3., A PLC/PKC utvonal

crer

altaluk aktivalt fehérjék Gqa alegysége aktivalja foszfolipdz C—t, amely IP3-at és DAG—ot
képez a sejtmembran foszfolipidjeibdl. Az IP; a DAG-gal egyiitt kdzvetleniil aktivéalja a sejt
PKC  enzimeit, emellett noveli az intracellularis  kalcium  koncentracidjat
az ER IPs-receptorainak stimulalasan keresztiil. A felszabaduld kalcium szamos sejtfunkcio
szabalyozasaban szerepel, ezen kiviil egyes PKC izoformak aktivatora.

A heterotrimer szerkezetli Gg-fehérjék a Gs- és  Gi-fehérjékhez hasonldoan a
sejtmembranhoz kotddve taladlhatok. Aktivalodasuk felelés a sejtmembranhoz asszocialt
foszfolipaz C (PLC) aktivaciojaért. A PLC a sejtben membranhoz kotott forméban van jelen,
enzimaktivitisa Gqa fehérje kotddésekor emelkedik meg. Az aktivalt PLC a membran
foszfionozitol-biszfoszfat (PIP,) tartalmat inozitol-1,3,5-trifoszfatta (IP;) és diacil-glicerolla
(DAG) bontja.

A keletkez6 IP; vizoldékony molekula. Képzddésekor a citoplazméba keriil, amin
keresztiil eléri a sejt endoplazmatikus vagy szarkoplazmatikus retikulumat (ER, SR). Az
endo- és szarkoplazmatikus retikulum membranjaban IP;-receptorok taldlhatok, melyek IP3

kotésekor kinyitnak, és rajtuk keresztiil kalcium dramlik ki az a citoplazméba. Ez a folyamat

alapveté az ER-rel rendelkezd simaizom és mirigysejtek aktivaciojaban, azonban szerepe
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elhanyagolhatd szivizomsejtekben, az intracellularis kalcium koncentracié emelésében.
Bizonyos PKC izoformaék aktivaciojaban az IP; is részt vehet, részben direkt modon, részben
az intracellularis kalcium koncentracié ndvelésén keresztiil. A DAG lipofil molekula, igy
képzddését kovetden mindvégig a sejtmembranban marad. Szerepe a membrankotott PKC
aktivaciojaban van.

A PKC-t elséként Inoune és munkatarsai irtak le 1977-ben, mint részleges proteolizis altal
aktivalt foszforiladz aktivitast [42]. Napjainkban a PKC nem csupan egy enzimet, hanem egy
egész enzimcsalddot jelent, hisz legalabb 12 féle PKC izoenzim keriilt mar leirasra [86] amely
altipusokat a fehérje C-terminalis végén elhelyezkedd, nagymértékben konzervalt katalitikus
¢s az N-termindlis végen helyet foglaldo wvariabilis regulatorikus domének alapjan
klasszifikalhatjuk [79].

A konvenciondlis enzimalcsalad (cPKC) tagjait mint kalcium és DAG fiiggd enzimeket
ismerjiik [79]. Az enzimcsalad tagjai az aPKC, SIPKC, SIIPKC és yPKC. A novel formak
(nPKC) szerkezetiikben nagyrészt a klasszikus tipusokhoz hasonlitanak, azonban
fehérjelancuk nem tartalmazza kalciumkotd régidt, igy a novel formak intracellularis
kalciumszinttdl fliggetleniil miitkddnek. Ezen csalad tagjai a JPKC, ¢PKC, #PKC és 6PKC,
miikodésiikhoz DAG ¢és foszfolipidek sziikségesek. A PKC enzimek harmadik alcsaladjat az
atipusos formdk képezik (aPKC). Szerkezetiik nagyban eltér a klasszikus formatol, sem
kalciummal, sem DAG-gal nem aktivalhatok, foszfatidil-szerin [33], inozitol-3,4,5-trifoszf4t
[70] és angiotenzin II [45] azonban képes a aktivacidjara. Az enzimalcsalad tagjai a A/1PKC és
a (PKC. Napjainkban egy negyedik PKC enzimalcsaladot is klasszifikaltak [34], melynek
tagjai a vVPKC és uPKC. A vPKC enzimet szamos szévetben, igy példaul szivizomszovetben
is megtalaltak, felépitése és ubiquitinaltsdga alapjan alapvetd héaztartasi funkciojat feltételezik
[34].

A szivizomsejtek PKC izoenzim 0Osszetétele jelents kor- és fajfliggést mutat. Szamos
tanulmany szadmol be az a,0 és ¢PKC altipusokrol mind neonatalis, mind felndtt kamrai
szivizomsejtekben [79]. A yPKC-t tenyésztett embrionalis kamrai szivizomsejtekben mutattak
ki, illetve kifejlett patkany és nytl szivizom lizdtumaban [27, 78]. A ¢ forma szintén
embriondlis szivizomsejtekben jelenik meg, azonban feltételezheté APKC-val torténd
keresztreakcioja [24]. Az irodalmi adatok legellentmondéasosabbak a fPKC izoforma esetén.
Disatnik és munkatarsai mind a f/PKC, mind a SI/PKC izoformat kimutattak patkdnyembriok
kamrai szivizomsejtjeiben [24], ugyanigy leirtdk mar ezen formakat kifejlett allatok
szivizomsejtjeiben is [129]. Ugyanakkor Rybin és munkatarsai egyik izoformat sem talaltak

meg sem embronalis sem felndtt patkanymintakban [86].
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Az aktivalt PKC szamos fehérje foszforilacidjara képes, igy szamos sejt miikodését

befolyasolhatja. Sokrétli funkcidja koziil kiemelendé az 3. tipusi muszkarinos acetil-kolin

receptoron (M3AChR) keresztiili aktivacioja, mely simaizom 6sszehtizodéshoz és szekretoros

mirigyek aktivacidjdhoz (nyal, konny) vezet. al-adrenerg receptoron keresztiili aktivacioja

tobbek kozott az erek, bronchusok, hugyhdlyag, urethra, gasztrointesztinalis traktus

kifejlédéséhez,

simaizméanak kontrakcidhoz, szivizomsejteken pozitiv inotrop hatas

zsirsejtekben ¢és hepatocitdkban a glikogenolizis és gliikkoneogenezis fokozasdhoz vezet.

Befolyasolja a neurondlis ingerlékenységet, a sejtndvekedést és az immunfolyamatokat is.

Feltételezhetéen szerepe lehet a tanulési folyamatokban és a memoria kialakitasaban [80].
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9. abra: A PKC tutvonal. A sejtmembran 7TM receptorai Gq fehérjét aktivalnak, amely a
PLC aktivaciojahoz vezet. A PLC a membran PIP; tartalmat bontja DAG-ga és IP;-ma. Az
IP; eléri a sejt endoplazmatikus retikulumat, amibdl kalciumot szabadit fel. A DAG a
sejtmembranban marad. A ¢cPKC izoformak Ca®" és DAG fiigg$ modon, a nPKC formak
Ca*"-tol fiiggetlentik aktivalodnak. Az aPKC formakat IP; aktivalja. Az inzertben a
kiilonbozé PKC csaladok felépitése lathato. C1- DAG kot domén, C2- Ca*™ kot domén. A
C3 tartalmaz egy ATP kotShelyet, mely a C4-gyel egyiitt alkotja a kindz régiot.
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3., Célkitiizes

Szdmos munkacsoport vizsgalta mind a cAMP/PKA, mind a PLC/PKC utvonal Ig,-re
kifejtett hatasat. A kozolt adatok egymasnak ellentmondoak és speciesfiiggdek, ezért
célkitlizéseink a kovetkezok voltak:

1. a P-adrenerg stimuldcido hatasdnak vizsgéalata kutya kamrai szivizomsejtek késoi

kalium aramanak gyors komponensére (Ix;) és annak kinetikai paramétereire

2. ahatas kozvetitéséért felelOs receptor altipus azonositasa

3. a késoi kalium aram gyors komponensének szabalyozasaban résztvevd intracellularis

jelatviteli utvonalak feltérképezése

4. a PKC tutvonal gatloszereinek (chelerythrine, GF109203X) kozvetlen hERG csatorna

gatlo hatasanak vizsgéalata HEK sejteken

5. Onkontrollként a B-adrenerg stimulacid kutya kamrai szivizomsejtek késdi kalium

aramanak lassu komponensére (Igs) kifejtett, az irodalombol mar ismert aktivalo

hatasanak kimutatasa.
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4., Metodikak

4.1., Kutya bal kamrai szivizomsejtek izoldlasa

Kisérleteinket kutydk szivének bal kamrédjabol izolalt szivizomsejteken végeztik. A
sejteket ivarérett, kisérleti célra tenyésztett kutyak szivébdl nyertiik, az anterograd szegment-
perfuzios technika [102] alkalmazasdval. A 10-20 kg os allatokat 10 mg/kg ketamin-
hidroklorid (Calypsolvet, SelBruHa Kft., Magyarorszag) és 1 mg/kg xylazin-hidroklorid
(Sedaxylan, Eurovet Animal Health BV) alkalmazaséaval altattuk. A mellkas megnyitasa utan
a szivet gyorsan kiemeltiik, és a bal eliilsé leszallo koronaria dgat kaniilaltuk. Ezen artéria
vérellatasi teriiletének megfelelden Langendorff apparatus segitségével perfundaltuk a
miokardiumot. A perfuzié elsé 5 percében Ca®" mentes, taurinnal (2,5 g/l), piruvattal (175
mg/l), ribdzzal (750 mg/l), allopurinollal (13,5 mg/l) és NaH,POj4-tal (200 mg/l) mddositott
JMM oldatot (Minimum Essential Medium Eagle; Joklik-féle modositas, termékszam: M
0518; Sigma) alkalmaztunk a szovet Ca>" és vértartalmanak eltavolitasa céljabol.

Ezt a kimosasi fazist kovetden a preparatumot megkozelitéleg 30 percig perfundaltuk
kollagenéazzal (660 mg/l, 215 u/mg Type II.;Worthington), borju albuminnal (2 g/1, Fraction
V.; Sigma) és CaCl,-dal kiegészitett (50 uM) ,,emésztd” IMM oldattal. A sejtizolalas soran az
oldatokat végig karbogénnel equilibraltuk és a perfizidos oldat hémérsékletét 37 °C-on
tartottuk. Az emésztéoldattal torténd perfiizio végén a bal kamra falanak midmiokardialis
rétegét apro darabokra vagtuk, ¢és a szovetdarabokat 50 uM kalciumot tartalmazo, a
kimosashoz is hasznalt modositott JMM oldatban szuszpendaltuk. A sejtszuszpenziot
JMM oldattal. Az izolalast kovetden a szuszpenzidban levo sejtek mintegy 30—60 %-a palcika
alaki volt és tiszta harantcsikolatot mutatott 2,5 mM kalciumot tartalmazd oldatban. A
sejtizolalas befejezése utan két-harom oraval kezdtik meg a kisérletek végzését.
Felhasznalasig a sejteket 14 °C-on taroltuk, Minimum Essential Medium Eagle oldatban
(pH=7,4).

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

A hERG csatornakon atfolydo aram (Iyprg) vizsgéalatdhoz a csatorndkat stabilan
expresszalo HEK-293 sejvonalat hasznaltunk. A sejteket Dulbecco’s Minimum Essential
Medium- High Glucose Supplemented kdzegben tenyésztettiik, melyet FBS-sel (10%),
L-glutaminnal (2 mM), piruvattal (0,11 mg/ml), penicillin-G —-vel (100 U/ml),
Streptomycinnel (0,1 mg/ml, Invitrogen) €s nem esszencialis aminosavakkal (Non-Essential
Aminoacids, 5 ml, Sigma Aldrich). A sejtek 37°C-on, 5% CO»-ot tartalmazé kornyezetben
novekedtek.
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10. abra: Az elektrofiziologiai mérdrendszer vazlata
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4.3., Elektrofizioldgiai mérések izoldlt sejteken

Kisérleteink kezdetekor a szivizomsejteket 37 °C homérsékleten tartott, 1 ml térfogatu
plexiiiveg mérdkadba helyeztiik. A kadban levd szivizomsejteket Tyrode oldattal (144 mM
NacCl, 5,6 mM KCI, 2,5 mM CacCl,, 1,2 mM MgCl,, 5 mM HEPES, 10 mM gliikéz; pH=7,4),
a HEK sejteket 140 mM Kolin-Cl, 5,0 mM KCl, 2,0 mM CaCl,, 2,0 mM MgCl,, 0,1 mM
CdCl,, 10 mM HEPES és 20 mM glikoz oOsszetételi (pH=7,35) oldattal, 10 ml/perc
sebességgel perfundaltuk. A mérések soran ezeket az oldatokat egészitettiik ki a megteleld
ioncsatorna-gatld szerekkel, illetve a vizsgalt jelatviteli utvonalakat befolyasold drogokkal
(1. és 2. tablazat).

A mérésekhez 1,5-2,5 MQ ecllenallasu boroszilikat mikroelektrodakat hasznaltunk. A
pipetta belso oldatanak Gsszetétele a kiilonbozé mérések sordn modosult, de minden esetben
egy meghatarozott Osszetételi alapoldat kiegészitésével. Az alap pipetta-belsd oldat az alabbi
anyagokat tartalmazta: 100 mM K-aszpartat, 45 mM KCI, | mM MgCl2, 10 mM EGTA, 3
mM K-ATP, 5 mM HEPES; pH=7,2. Ezt az alapoldatot az adott kisérletnek megfelelden a
2.tablazatban feltiintetett szerek valamelyikével egészitettiik ki. A mérések soran pipetta
hegyét a sejt felszinéhez érintve enyhe szivast alkalmaztunk, eldsegitve a nagyellenallast
kapcsolat (1-10 GQ; un. ,gigaseal”) kialakuldsat. A gigaseal kialakuldsa utan tovabbi
szivéssal, vagy 1-5 ms hosszt 1,5 V nagysagu elektromos impulzus alkalmazasaval tortiik at
a pipetta hegye alatti membrandarabot az egészsejtes elrendezés eléréséhez. A sejtek
membranfeliiletének kapacitasat minden kisérlet el6tt 10 ms hossza, —10 mV-r6l =20 mV-ra
torténd hiperpolarizacié segitségével megmértiikk, és az ionaramokat az igy kapott
sejtkapacitasra vonatkoztattuk. A fesziiltség-clamp kisérletekhez felhasznalt szivizomsejtek
atlagos kapacitasa 128+7 pF volt. A mérési elrendezés teljes soros ellenallasa altalaban 3—6
MQ-nak adodott.

Az elektrofiziologiai mérések kivitelezéséhez Multiclamp 700A (Axon Instruments)
erésitét hasznaltunk. A szamitogépes vezérléshez és adatgytijtéshez pClamp 9.0 szoftvert
alkalmaztunk. Az erdsitd és a szamitogépes szoftver kozotti kapesolatot Digidata 1320 A/D-
D/A (Axon Instruments) jelatalakitd teremtette meg. Az erdsitobdl szarmazo analog jeleket

oszcilloszkopon is megjelenitettiik.

30



Alkalmazott drog Alkalmazott Hatas
koncentracio
Nifedipin 5uM Icar gétloszer
HMR 1556 1 uM Iks gatloszer
E-4031 1 uM Ik, gatloszer
Forskolin 3uM PKA aktivator
CGP-20712A 300 nM Szelektiv B, -receptor gatloszer
Izoproterenol 10, 100 nM B-receptor aktivator
Chelerytrine 0,03-1uM PKC gatloszer
GF-109203X 0,1-1 uM PKC gatloszer

(bisindolylmaleimide I)

1. tablazat: A mérések soran hasznalt drogok, koncentracioik és hatdsuk

Alkalmazott drog Alkalmazott Hatas

koncentracio
cAMP 250 uM PKA aktivator
8-Br-cAMP 250 uM stabil cAMP anal6g, PKA aktivator
6-Bnz-cAMP 100 pM PKA aktivator EPAC aktivacio nélkiil
8-pCPT-2’-O-Me-cAMP 100 uM EPAC aktivator PKA aktivacid nélkiil
Rp-8-Br-cAMP 100 uM PKA gatlészer

2. tablazat: A pipetta-belso oldat kiegészitésére hasznalt szerek, koncentracidik és hatasuk
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4.3.1., Az Ik, mérése

A szivizomsejteken mérhetd ionaramokat farmakologiai és kinetikai sajatsagaik alapjan
kiilonitettiik el. Az Ig-t egy 250 ms hosszl, +30 mV-ra torténd depolarizacidos impulzus
segitségével aktivaltuk, majd a membranpotencialt -30 mV-ra allitottuk be. Az ingerlési
frekvencia 0,033 Hz volt. A kisérletek soran a sejteket —40 mV-os tartopotencialon tartottuk,
ami inaktiv allapotban tartotta a fesziiltségfliggd natrium csatornakat. A fesziiltségfiiggd
kalciumcsatornak aktivaciojat 5 pM nifedipin alkalmazasaval gatoltuk. Az aramgorbék
analizise soran a farokdram amplitudgjat mértiik, melyet a -30 mV-ra toérténd repolarizécio
soran mért aram csucsértékének és a nem inaktivaloédé komponens amplitidojanak

kiilonbségébdl hataroztunk meg (5. abra).

4.3.2., Az I,grc Mmérése

Az lygrg-t egy 3 masodperc hosszi, +30 mV-ra torténd depolarizaciés impulzus
segitségével aktivaltuk. Az aktivald impulzust kdvetden a membranpotencidlt a nyugalmi
értekre allitottuk vissza. A kisérletek soran a sejteket —80 mV-os tartopotencialon tartottuk.
Az ingerlési frekvencia 0,033 Hz volt. Mivel a sejtek kizarolag hERG csatornakat
expresszaltak, igy ezekben a kisérletekben nem volt sziikség egyéb ioncsatorna gatloszer
alkalmazasdra Az aramgorbék analizise sordan ez esetben is a farokaram amplituddjat

hataroztuk meg.

4.3.3., Az I, mérése

Az Igs-t egy 3 masodperc hossz, +30 mV-ra torténd depolarizacidés impulzus
segitségével aktivaltuk. Az aktivald impulzust kovetéen a membranpotencialt a nyugalmi
értékre allitottuk vissza. A kisérletek sordn a sejteket —40 mV-os tartopotencialon tartottuk,
ami inaktiv allapotban tartotta a fesziiltségfliggd natrium csatornakat. A fesziiltségfiiggd
kalciumcsatorndk aktivacidjat ez esetben is 5 uM nifedipin alkalmazasaval gatoltuk. Az
ingerlési frekvencia 0,1 Hz volt. A mérések analizise soran ez esetben is a farokdram

amplitaddjat mértiik (5. dbra).
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4.4., Az analizis soran felhasznalt matematikai formulak

Inorm = ;n
1+ Eos
A
ahol

Eo s a félgatlo koncentracio (Inom=0,5),
A avizsgalt anyag koncentracioja,
n a gérbe meredeksége, a Hill-koefficiens.

ahol

I/1max @ normalizalt aram,

V az aktualis membranpotencial értéke,
Vo5 az a membranpotencidl ahol 1=l ax/2,
k a gorbe meredeksége.

I=A(1-e""")+C

ahol

A az amplitudo,
T az 1d6allando,
C konstans.

_ n (=t/7;)
I = O Ae +C

ahol

Aj és Ay a gyors és lassu komponensek amplitadoi,
T; és 12 a gyors ¢és lassu komponensek idéallandai,
C konstans.

1. egyenlet

2. egyenlet

3. egyenlet

4. egyenlet
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4.5., Statisztikai elemzés

A kozolt adatok a kisérleti eredmények szamtani kdzépértékei + a kozépérték koriili standard
hiba. A csoportok Osszehasonlitdsa sordn egyszempontos variancianalizist, Student-féle
kétmintas t-probat vagy onkontrollos t-probat alkalmaztunk az adott statisztikai kérdéseknek
megfelelden. Az adatok kozotti korrelaciok meghatarozasahoz linearis regressziot hasznaltuk.

Az eltéréseket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.
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5., Eredmények

5.1., Az izoproterenol hatasa az Ig,-re

Elséként az izoproterenol kutya kamrai szivizomsejtek Ix-ére kifejtett hatasat vizsgaltuk.
Az Ikt a 4.3.1 pontban részletezett médon aktivaltuk, majd az dram-amplitidokat az id6
fliggvényéban abrazoltuk. Ezen mérések sordn a sejteket 10, majd 100 nM izoproterenol
tartalmtl normal Tyrode oldattal perfundaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy az izoproterenol novelte
a farokaram amplitidojat, ahogy az a 11./A abran bemutatott reprezentativ kisérletben lathato.
Az abran fekete négyzetek jelolik a kontroll koriilmények kozott régzitett aramot, zold
korongok 10 nM, piros haromszdgek 100 nM izoproterenol jelenlétében mérteket. Ures
haromszogek jelolik az izoproterenol kimosdsa alatti d&ramot. Ebben a kisérletben 10 nM
izoproterenol 0,44 pA/pF-rol 0.53 pA/pF-ra, mig 100 nM izoproterenol 0,61 pA/pF-ra novelte
a farokaram denzitasat. A szer hatdsa gyorsan, mintegy 3 perc alatt kialakult. A mért aramot
tiszta Ik, -ként azonositottuk, mivel a 100 nM izoproterenol mellett alkalmazott specifikus Ik,
gatloszer (1 uM E-4031) a farokdramot eltiintette, értéke 0,62 pA/pF-r6l 0.01 pA/pF-ra
csokkent. A 11./B abran ennek a kisérletnek az analdég aramgorbéi lathatdak, melyeket az a, b,
c ¢és d —vel jelolt pontokban rogzitettiink.

Az izoproterenol hatdsa koncentracio fiiggének bizonyult, ahogy azt a 11./C abra mutatja.
Ezekben a kisérletekben az izoproterenolt 1, 10, 100 és 1000 nM-os koncentracidban,
kumulativ modon alkalmaztuk. Egy-egy koncentraciot a teljes hatas kifejlodéséig, mintegy 3-
4 percig hasznaltunk. Az 4bra 5 kisérlet eredmény€bdl szamolt atlagokat és a standard hibat
mutatja. Az eredményeket a kiinduldsi dramdenzitdsra normalizaltuk, melyet 100 %-nak
hatdroztunk meg. Azt tapasztaltuk, hogy 10 nM izoproterenol 13+4 %-kal, 100 nM
izoproterenol 33+8 %-kal, 1 mM izoproterenol 34+5 %-kal ndvelte meg a farokdram
denzitasat. A kiilonbség 10 nM -os koncentraciotdl kezdve szignifikans volt (p<0,05, n=5). A
kapott adatokat Hill-egyenlettel illesztettiik meg (1. egyenlet). Az illesztéssel kapott
félhatasos dozis (ECsp) értéke 13,634+2,47 nM-nak adodott, a Hill-koefficiens kozel 1 volt
(1,19+0,27). Mivel 100 nM izoproterenol maximalis mértékben aktivalta az Ig-t, ezért a
kovetkezo kisérleteinkben ezt a koncentraciot alkalmaztuk.

Az Ik, aktivaciojanak fesziiltségfiiggését 250 ms hosszu, —30 mV ¢és +20 mV kozotti

depolarizalé impulzusokkal vizsgaltuk. Az egymast kovetd impulzusokat 5 mV-os Iépcsdkben
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alkalmaztuk. Az aram-amplitidokat a +20 mV-nal mért aram-amplitidokra normalizaltuk és
az aktivalé impulzus nagysiganak a fliggvényében abrazoltuk. A 11./D d&bra 4 mérés
eredményét foglalja Ossze. Fekete szin jeloli a kontroll, piros 100 nM izoproterenol
jelenlétében mért 4aramot. Megallapitottuk, hogy 100 nM izoproterenol az I,
fesziiltségfiiggését balra tolta. Ez azt jelenti, hogy az aramot mar kisebb mértékii
depolarizacio aktivalja. A kapott adatokat Boltzmann-egyenlettel (2. egyenlet) illesztve a
félaktivacios fesziiltségek (Vo) kontroll esetben 5,6+0,9 mV-nak, mig 100 nM izoproterenol
jelenlétében -4,6+1,2 mV-nak addédtak (p<0,05, n=4). A gérbék meredeksége nem valtozott

jelentésen, izoproterenol kezelés hatasara 6,7+0,5 mV! 161 7,440,5 mV ' —ra.

5.2., Az izoproterenol hatasmechanizmusa

Az izoproterenol nem specifikus B-adrenerg receptor agonista. Az irodalombol ismert,
hogy szivizomsejtek kalciumaramanak modositd hatasat a 3;-receptorok aktivalasan keresztiil
fejti ki [124], azonban nem 4llt rendelkezésiinkre adat arr6l, hogy a B-adrenerg receptorok
melyik altipusa érintett kutya kamrai szivizomsejtek késoi kaliumaram gyors komponensének
szabalyozasaban. Elséként a [j-adrenerg receptorokat vizsgaltuk. A mérések sordn a
Bi-receptorokat 300 nM CGP-20712A-val gatoltuk, ami a P;-adrenerg receptorok specifikus
gatloszere. Az Ix, mérését az alabbiak szerint végeztik: kontroll drammérést kdvetden a
sejteket 300 nM CGP-20712A-t tartalmazo mérdoldattal perfundaltuk, majd a B;-receptor
gatloszer mellett 100 nM izoproterenolt alkalmaztunk. Ezt kovette az izoproterenol kimosésa
CGP-20712A-t tartalmazé mérdoldatban. 12./A &bra egy reprezentativ kisérlet analog
farokaram-gorbéit mutatja. Sziirke szin mutatja a kontroll, zold CGP-20712A jelenlétében,
piros a gatlészer mellett 100 nM izoproterenol jelenlétében mért dramot. Fekete gorbe az
izoproterenol kimosdsa utan mért aramot jeloli. Ahogy azt az analdg dramgdrbék mutatjak,
300 nM CGP-20712A nem befolyasolta jelentdsen az Ix, amplituddjat (ebben a kisérletben
68 pA-16l 64 pA-re). A szer teljes mértékben kivédte a 100 nM izoproterenol altal kivaltott Ik,
novelést, a farokdram nagysaga ez esetben sem valtozott, 64 pA maradt. Jelentds valtozas az
izoproterenol kimosasa utan sem tortént, az a&ram nagysaga 63 pA volt. A 12./B 4bra 5 kisérlet
eredményét foglalja 6ssze. A mért farokdram amplitiddkat a kontroll értékre normalizaltuk,

az abréan az atlagokat és a standard hibat tiintettiik fel. 300 nM CGP-20712A jelenlétében az
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aram a kontroll 9843 %-a (N.S., n=5), mig 100 nM izoproterenol jelenlétében a kontroll 98+4
%-a volt (N.S., n=5). Az izoproterenol kimosasa utan az adram a kiindulési érték 9743 %-a
volt (N.S., n=5). Eredményeink alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az izoproterenol f;-
receptorok aktivalasan keresztil fejti ki Ik, noveld hatasat, a [-adrenerg receptorok

valoszinlileg nem jatszanak szerepet a hatas kozvetitésében.
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11. abra: Az izoproterenol Iy,-re kifejtett hatdsa. A: Egy reprezentativ kisérletet abrazol.
Fekete négyzet jeloli a kontroll, z6ld kér 10 nM, piros haromszog a 100 nM izoproterenol
jelenlétében mért aramjeleket. Ures haromszdg specifikus Iy, gatld E-4031 alkalmazasat
jelzi. A B panel a kisérlet a, b, ¢, és d pontjan rogzitett analég aramjeleket mutat.
C: Az izoproterenol dozis-hatds gorbéje, ECsy: 13.63+2.47 nM, Hill= 1.19+0.27,
Lhax: 138+6% D: Az Iy, aktivacidjanak fesziiltségfiiggése. Fekete szin jeldli a kontroll,
mig piros 100 nM izoproterenol jelenlétében mért értékeket. Kontroll Vs: 5,6+0,9 mV,
izoproterenol jelenlétében a V 5: -4,6+1,2 mV. (atlagtSEM, n=4).
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12. abra: Az izoproterenol Ig-re kifejtett hatdsa specifikus f;-blokkold drog jelenlétében.
A: egy reprezentativ kisérlet soran rogzitett aramgorbék; sziirke szin a kontroll, zold a CGP-
20712A jelenlétében, piros a gatloszer mellett izoproterenol jelenlétében rogzitett gdrbéket
jeloli. A fekete gorbe az izoproterenol kimosasa utan rogzitett. B: A kontroll dramra
normalizalt értékeket mutatja, zold szinnel 300nM CGP-20712A jelenlétében mért aram
nagysagat, piros szinnel a gétloszer és 100 nM izoproterenol jelenlétében mért aram
nagysagat mutatja. Az izoproterenol kimosasa utdni aramot {lires oszlop mutatja.
(atlag£SEM, n=5).

5.3., A PKA modulacio hatasa az Ig,-re

Az irodalmi adatok alapjan azt feltételeztiik, hogy az izoproterenol Ik,-t néveld hatasaban
mind a PKA, mind a PKC jelatviteli Gtvonal szerepet jatszhat. Els6ként megvizsgaltuk,
miként befolydsolja az aramot, ha a PKA tutvonalat receptorfiiggetlen modon, kozvetleniil
aktivaljuk. Ezt a méréoldathoz adott 3 M forskolinnal, vagy intracelluldrisan, a pipetta-belsd
oldathoz adott 250 uM cAMP-vel, 250 uM 8-Br-cAMP-vel, vagy 100 uM 6-Bnz-cAMP-vel
végeztiik. A forskolin és a foszfodiészteraz rezisztens cAMP analogok a cAMP-hez hasonléan
képesek a PKA aktivalasara. A mérések soran ezeket a molekuldkat 10-12 percen keresztiil
alkalmaztuk (13. abra inzert), majd az ekkor mérhetd farokaram amplitudojat a kisérletek

elején mért amplitidokhoz viszonyitottuk. 5-5 kisérlet eredményeit foglalja 6ssze a 13. abra.

38



Az abran fekete oszlop az aktivatorok alkalmazasa el6tt mért aram-amplitidot jeloli, ezt
tekintettiik 100 %-nak. Kisérleteinkben a farokaram amplitdddja forskolin jelenlétében
31£5%-kal (p<0,05, n=5), cAMP jelenlétében 21+4%-kal (p<0,05, n=5), 8-Br-cAMP
jelenlétében 25+4%-kal (p<0,05, n=5), mig 6-Bnz-cAMP jelenlétében 39+5%-kal
(p<0,05, n=5) novekedett a kontroll aramhoz viszonyitva. Ez a ndvekedés csaknem azonos
mértékli 100 nM izoproterenol altal kivaltottal (28+5% PKA aktivacio esetén, 38+7%
izoproterenol jelenlétében).

Mivel a cAMP nemcsak a PKA-n keresztiil fejtheti ki hatasat, hanem az EPAC

aktivaciojaval is, ezért 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP segitségével ellendriztiik az EPAC utvonal
esetleges érintettségét is. A hasznalt szelektiv EPAC aktivator molekula nem rendelkezik
PKA aktivator hatdssal. A pipetta-belsé oldathoz adott 100 pM 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP
jelenlétében a farokdram amplitidéja nem valtozott szignifikansan, 0,42+0,07 pA/pF-ot
mértiink kontroll, 0,40+0,09 pA/pF-ot az EPAC aktivator jelenlétében. Ez alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az EPAC B-receptorokon keresztiili aktivacidja nem vesz részt a
késdi kaliumaram gyors komponensének szabalyozasaban.
B-adrenerg receptorokat (13. abra inzert). Az aram-amplitidokat a kisérletek kezdetekor mért
aramokhoz viszonyitottuk. Eredményeink azt mutatjak, hogy a cAMP-vel eldkezelt sejtek
kivételével az izoproterenol nem volt képes tovabb ndvelni a farokaramot. A farokdram
nagysaga forskolin alkalmazéasakor 0,55+0,06 pA/pF majd 0,52+0,09 pA/pF, 8-Br-cAMP
jelenlétében 0,52+0,04 pA/pF majd 0,54+0,04 pA/pF, 6-Bnz-cAMP jelenlétében 0,58+0,06
pA/pF majd 0,57+0,05 pA/pF volt (N.S., n=5). A cAMP-vel eldkezelt sejteken az
izoproterenol 0,50+0,05 pA/pF-rol 0,59+0,05 pA/pF-ra ndvelte az Ik, amplitadgjat,
(p<0,05, n=5).

A PKA utvonal aktivalasa mellett vizsgaltuk a PKA gatlas Ik,-re kifejtett hatasat is. Erre
100 uM intracellulérisan alkalmazott Rp-8-Br-cAMP-t hasznaltunk. Kontroll koriilmények
kozott a PKA gétloszer nem befolyasolta a farokdram amplituddjat (0,42+0,07 pA/pF volt
kontroll, 0,43+0,09 pA/pF Rp-8-Br-cAMP jelenlétében, N.S., n=5), azonban a PKA gétloszer
kivédte az izoproterenol aktivaldo hatasat, mivel jelenlétében az Ig, amplitaddja
0,45+0,09 pA/pF volt (N.S., n=5). Eredményeink alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az
izoproterenol P;-adrenerg receptorok aktivalasaval, PKA fiiggd mddon nodveli az aramot,
illetve hogy a bazalis PKA aktivitdis nem befolydsolja a késéi kaliumaram gyors

komponensét.
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13. dbra: A PKA ¢és EPAC utvonal modulacidjdnak hatdsa az Ig.-re. Az aram-
amplitidokat a fekete szinnel jeldlt kontroll dramra normalizaltuk. Ures oszlopok
mutatjdk a PKA és EPAC aktivacioja, sziitke a PKA gatlasa utdn mért dramot. A
kontrollhoz képest szignifikans kiilonbségeket * jeloli (p<0,05). Az utvonal aktivalasa,
vagy gatldsa utdn izoproterenol jelenlétében mérhetd dram-amplitidokat kék és piros
oszlopok mutatjak. Az izoproterenol nélkiil mért, de PKA modulalt aramhoz képest
szignifikans kiilonbséget # jeloli. (p<0,05). (atlag£SEM, n=5). Az inzertben egy kisérlet
sematikus bemutatasa lathato.
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5.4., A PKC modulacio hatasa az Ix,-re

A PKC utvonal érintettségét két PKC gatloszer segitségével vizsgalatuk: a mérdoldatban
1 uM chelerythrine-t vagy 1 uM GF109203X-et alkalmaztunk. A két gatloszer eltéré PKC
izoforma specificitdsdban kiilonbozik. A 14./A és B é&bra egy-egy reprezentativ kisérletet
mutat be. Fekete szin a kontroll koriilmények kozott mért dram-amplitidokat és analog
gorbéket, narancssarga az 1 puM chelerythrine, mig z6ld szin az 1 pM GF109203X
jelenlétében mért adatokat mutatja. Kisérleteinkben mind a chelerythrine, mind a GF109203X
jelentdsen lecsokkentette az Ik, amplitudojat. Chelerythrine jelenlétében 0,39 pA/pF-rol
0,04 pA/pF-ra, GF109203X jelenlétében 0,37 pA/pF-rol 0,11 pA/pF-ra csokkent az dram
amplituiddja. A hatas  kifejlédéséhez  atlagosan 5 percet  kellett  varni.
A 14./C é&bra a PKC gatloszerekkel végzett 5-5 kisérlet eredményét foglalja Ossze.
Megallapitottuk, hogy mindkét szer szignifikdnsan csokkentette a farokdramot, 1 pM
chelerythrine  0,36+0,05 pA/pF-rol 0,01£0,001 pA/pF-ra, 1 uM GF109203X
0,37+0,05 pA/pF-rol 0,11+0,03 pA/pF-ra (p<0,05, n=5).

A gatloszerekkel torténd eldkezelést kovetden a PKC utvonalat B-receptor fiiggd mddon,
izoproterenol segitségével aktivaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy GF109203X jelenlétében az
izoproterenol novelte az Ix, amplitudéjat (100 nM izoproterenol 0,7+0,03 pA/pF-rol
0,12+0,05 pA/pF-ra, p<0,05, n=5), ami azonban elmaradt ha chelerythrine-nel egyiitt
alkalmaztuk (0,005+£0,001 pA/pF 100 nM izoproterenol jelenlétében, N.S., p=5).
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A chelerythrine GF109203X
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kisérletet mutat, fekete négyzet jeloli a kontroll aramot, narancsszini koér 1uM
chelerythrine, zold négyszog 1uM GF109203X jelenétében mérteket. B: egy-egy a és b
pontban rogzitett aramanaldgot mutat. C: a gatloszerek alkalmazasa utan 10, majd 100 nM
izoproterenol jelenlétében mért aram-amplitaidok. * jeloli a kiinduldsi aramhoz, # a
gatloszer jelenlétében mért aramhoz képest szignifikdns kiilonbségeket (p<0,05).
(atlag=SEM, n=5).
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Ezen eredményeink azt sugalljak, hogy a PKA utvonal B-adrenerg receptorokon keresztiili
aktivacigja mellett a PKC utvonal is hatékonyan részt vehet a késéi kaliumaram gyors
komponensének szabédlyozasaban, illetve mar a nyugalmi PKC aktivitas is jelentds hatéssal
birhat az Ig,-re. Ismert azonban, hogy szdmos, a PKC utvonalat befolyasolo gatloszer direkt
csatornahatassal is rendelkezhet. Annak érdekében, hogy a méréseink soran nyert
eredményekbdl megfeleld kovetkeztetést tudjunk levonni, ki kellett zarjuk az altalunk
alkalmazott két PKC gatloszer direkt kaliumcsatorna gatlé hatasat. Ezekhez a mérésekhez
HEK-293 sejtvonalat haszndltunk, amelyen stabilan expresszaltattuk a hERG csatornékat,
azonban nem tartalmazta a PKC tutvonal fehérjéit.

Elséként a chelerythrine Iyprg-re és a csatornak kinetikai paramétereire kifejtett hatasait
vizsgaltuk. A hERG dramot a 4.3.2. fejezetben leirt médom aktivaltuk. Méréseink soran a
mérdoldathoz adott chelerythrine koncentraciofiiggd modon gatolta az Iygrg-et, ahogy azt a
15./A abra reprezentativ kisérlete mutatja. A kisérletekben a PKC gatloszert kumulativ médon
alkalmaztuk. Egy-egy  koncentraciot a teljes hatds  kifejlédéséig, mintegy
4-5 percig hasznéltunk. A chelerythrine mar 0,03 puM-os koncentracioban 1,21 nA-rdl
1,09 nA-re csokkentette a farokaram amplitudojat, 1 pM-os koncentracioban csaknem teljesen
gatolta az Igrg -et, a farokdram amplitaddja ez esetben 0,04 nA volt. A gatld hatas 5 perc alatt
kimoshat6é volt. A 15./B dbra 4 mérés eredményét foglalja Gssze. Az eredményeket a
kiindulasi aram-denzitasra normalizaltuk, majd az atlagokat és a standard hibat abrazoltuk a
chelerythrine koncentracié fliggvényében. A kapott adatokat Hill-egyenlettel illesztettilk meg
(1. egyenlet). Az illesztéssel kapott ECsg értéke 0,1140,01 uM-nak adodott, a Hill-koefficiens
a szer Inprg kinetikai paramétereire kifejtett hatasainak vizsgalatakor.

Az Iyere aktivacidjanak fesziiltség-fliggését 250 ms hosszi, =50 mV és +60 mV kozotti
depolarizald impulzusokkal vizsgaltuk. Az egymast kovetd impulzusokat 10 mV-os
Iépcsdkben alkalmaztuk. Az aram-amplitidokat a +60 mV-nal mért aram-amplitaidokra
normalizaltuk és az aktivalo impulzus nagysagénak a fiiggvényében abrazoltuk. A 16./A dbra
4 mérés eredményét foglalja Ossze. Fekete szin jeloli a kontroll, narancssarga 0,1 puM
chelerythrine jelenlétében mért aramot. A kapott adatokat Boltzmann-egyenlettel illesztettiik
meg (2. egyenlet), a félaktivacios fesziiltségek (Vos) kontroll esetben 0,6+2,7 mV-nak, mig
0,1 uM chelerythrine jelenlétében -12,6+£3,7 mV-nak adodtak (p<0,05, n=4). A gorbék

meredeksége nem valtozott jelentdsen (7,7+0,6 mV™' és 8,140,5 mV™").
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15. dabra: 1uM chelerythrine hatdsa az Ijgrg-re. A: Egy reprezentativ kisérletet mutat,
fekete gorbe a kontroll, narancsszini 0,03- 1uM chelerythrine jelenlétében mért aramot,
kék gorbe a szer kimosisa utan mért dramot mutatja. B: A chelerythrine do6zis-hatas
gorbéje, ICs: 11,63+0,11 uM, Hill= 1,52+0,18.

A chelerythrine az dram id6fiiggd aktivaciojat is modositotta. Ennek meghatarozasahoz
az aramot +30 mV-ra torténd depolarizaldo impulzussal aktivaltuk és az impulzusok hosszat
valtoztattuk 1 ¢és 2500 ms kozott. Az eredményeket a legnagyobb aram-amplitidora
normalizaltuk és abrazoltuk az impulzushossz fiiggvényében (16./B 4bra). A kapott adatokat
monoexponencialis egyenlettel illesztettiik meg (3. egyenlet). Megallapitottuk, hogy 0,1 uM
chelerythrine szignifikdnsan gyorsitotta a csatornak aktivacidjat, az aktivacio idéallandoja
247£19 ms-rol 146+5 ms-ra csokkent (p<0,05, n=4).

A szer Iyerg deaktivaciojanak idofiiggésére kifejtett hatasat a farokdram biexponencialis
illesztésével jellemeztiik (4. egyenlet). Eredményeink azt mutatjak, hogy 0,1 uM
chelerythrine nem befolyasolja jelentésen az Iygrg deaktivacios idéallandoéit, a deaktivacios
paraméterek kontroll esetben 1= 0,76+0,02 ms, 1~ 4,9+0,98 ms, A= 0,40+0,97 nA és A~
0,15+0,04 nA voltak, 0,1 puM chelerythrine jelenlétében 1= 0,69+0,01 ms, 1= 5,5£0,41 ms,
A= 0,1540,04 nA és A= 0,1£0,02 nA voltak. Szignifikans kiilonbséget csupan az amplitadok
esetén tapasztaltunk (p<0,05, n=4).
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A fenti eredmények alapjan arra utalnak, hogy a chelerythrine kozvetlen gatlo hatast fejt
ki a hERG csatorndkra és a 14. abran bemutatott Ix, gatlasért elsdsorban a chelerythrine

kozvetlen ioncsatorna gatld hatésa lehet a felelds, nem a PKC gétl6 hatas.
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16. dbra: 1uM chelerythrine hatdsa az Igrg kinetikajara. Az abran fekete szin jeloli a
kontroll, mig narancsszin a drog jelenlétében mért értékeket. A: Az I, grg aktivacidjanak
fesziiltségfiiggése. Kontroll Vis: 0,642,7 mV, 1pM chelerythrine jelenlétében
a Vos: -12,6£3,7 mV. B: Az Ijgrg aktivacidjanak idofiiggése. txonwon = 247+19 ms,
Tenel. = 146+5 ms. C: Az lprg deaktivacios paramétereinek valtozasa. A szignifikans
kiilonbségeket * jeldli (p<0,05). D: Reprezentativ farokaramgorbék, melyek exponencialis
illesztésével jellemeztiik az &ram deaktivaciojat.
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Megvizsgaltuk a GF109203X kozvetlen Igx, gatld hatasat is. Kisérleteinkben a
mérdoldathoz adott GF109203X a chelerythrine-hez hasonldan, koncentraciofiiggé modon
gatolta az Inerg-et. A 17./A d&bra egy reprezentativ kisérletet mutat. A gatldé hatds mar
0,1 uM-os koncentraciotol jelentkezett, ebben a koncentracioban a GF109203X 1,65 nA-rdl
1,33 nA-re csokkentette a farokdram amplitaddjat. A GF109203X 3 puM-os koncentracio
felett csaknem teljesen gatolta az Ingrg-et, a farokdram amplitudoja 10 pM GF109203X
jelenlétében 0,02 nA volt. A gatld hatas ez esetben is 3-4 perc alatt kialakult és 10 perc alatt
teljes mértékben kimoshat6 volt.

A 17./B ébra 4 mérés eredményét foglalja Ossze. Az eredményeket a kiinduldsi aram-
denzitasra normalizaltuk, majd az atlagokat és a standard hibat abrazoltuk. A kapott adatokat
Hill-egyenlettel illesztettiik. Az illesztéssel kapott ECsy értéke 0,76+0,04 uM volt, a Hill-
koefficiens értéke 1,21+0,07-nek adodott.
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17. abra: 1pM GF-109203X hatasa az Igrg-re. A: Egy reprezentativ kisérletet mutat,
fekete gorbe a kontroll, zold 0,03- 10uM GF-109203X jelenlétében mért aramot, kék
gorbe a szer kimoséasa utdn mért aramot mutatja. B: A GF-109203X dozis- hatas gorbéje,
ICso: 0,76+0,04 uM, Hill=1,21+0,07.
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A szer Iygrg kinetikai paramétereire kifejtett hatdsainak vizsgalatakor 1 uM-os
koncentraciot alkalmaztuk. A gatloszer Iherg aktivacidjanak fesziiltségfiiggésére kifejtett
hatasanak vizsgalatat a chelerythrine-nél ismertetettek szerint végeztiik. A 18./A abra 4 mérés
eredményét foglalja 6ssze. Fekete szin jeldli a kontroll, z6ld 1 uM GF109203X jelenlétében
mért aramot. A kapott adatokat Boltzmann-egyenlettel illesztettiik meg (2. egyenlet), a
félaktivacios fesziiltségek (Vos) kontroll esetben 2,7+1,2 mV-nak, mig 1 pM GF109203X
jelenlétében —9,5+1,4 mV-nak adddtak. A gorbék meredeksége nem valtozott jelentdsen,
7,4£0,4 mV"' és 7,240,3 mV" volt.

A GF109203X az Iygrg 1dofiiggd aktivacidjat is modositotta. Ennek meghatarozasat a
chelerythrine-nél ismertetettek szerint végeztiik. Az eredményeket a legnagyobb aram-
amplitidora normalizaltuk. A kapott adatokat monoexponencidlis egyenlettel illesztettiik
(3. egyenlet). Megallapitottuk, hogy 1 uM GF109203X szignifikansan gyorsitotta a csatornak
aktivaciojat, az aktivacio idéallandoja 301+£57 ms-rdl 143+22 ms-ra csokkent (p<0,05, n=4).

A GF109203X a chelerythrine-nel ellentétben szignifikdnsan lassitotta a csatornak
deaktivacidjat (p<0,05, n=4). A deaktivacids paraméterek kontroll esetben 1= 0,65+0,02 ms,
1= 4,4+0,94 ms, A= 0,44+0,14 nA ¢és A= 0,19+0,07 nA, 1 uM GF109203X jelenlétében
= 0,99+0,01 ms, t= 5,4+£0,83 ms, A= 0,09+0,03 nA és A= 0,09+0,02 nA voltak
(p<0,05, n=4).
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18. abra: 1pyM GF-109203X hatasa az I,grg kinetikdjara. Az abran fekete szin jeloli a
kontroll, mig z6ld a drog jelenlétében mért értékeket. A: Az I prg aktivaciojanak
fesziiltségfiiggése. Kontroll V,s: 2,7£1,2 mV, 1uM GF-109203X jelenlétében a
Vos: -9,5+1,4 mV. B: Az Lgrg aktivacidjanak idofiiggése. Tyongon = 301£57 ms, 16r =
143+£22. C: Az Iyrg deaktivacios
kiilonbségeket * jeldli (p<0,05). D: Reprezentativ aramgorbék, melyek exponencialis
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3.5., A PKC kozvetlen gatlasanak hatdsa az Ix,-re

Az el6zd kisérletek eredményei azt bizonyitjak, hogy mind a chelerythrine, mind a
GF109203X kozvetleniil is gatoljadk a hERG csatornakat. A GF109203X 1 pM-os
koncentracioban 60+4 % hERG gatlast okozott, mig a /4. abrdn bemutatott kisérletek soran
ugyanakkora koncentracioban 81+5 %-kal csokkentette az Iy, amplitudojat. Ez felvetette
annak a lehetdségét, hogy a GF109203X direkt csatornahatdsa mellett a PKC gatlasan
keresztiil is csokkentheti az Ix, amplitidéjat. Ennek eldontésére a tovabbi mérések soran
0,1 uM GF109203X hatasat vizsgaltuk. Ebben a koncentracioban a szer kozvetlen ioncsatorna
hatasa elhanyagolhat6, mig PKC gatld hatdsa mar jelentds. A méréseket mind alacsony, mind
magas citoszolikus kalcium koncentracid mellett elvégeztikk, a kalcium szenzitiv
konvencionalis és non-szenzitiv novel PKC izoformak érintettségének elkiilonitésére. Az
alacsony kalcium-koncentraciot 10 mM EGTA-val biztositottuk, a magas kalcium-
koncentraciot a Fabiato programmal [29] 500 nM-ra allitottuk be. Pozitiv kontrollként a PKC
aktivaitor PMA-t hasznaltuk. A kontroll aram rogzitése utdn a sejteket 0,1 puM
GF109203X-szel vagy 0,1 uM PMA-val 30 percen keresztiil perfundaltuk. A mért aram-
amplitudokat a kiindulasi, kontroll értékre normalizaltuk. A 19. 4dbra 4 kisérlet eredményét
foglalja Gssze. Az abran az id6 fiiggvényében tiintettiik fel a normalizalt aramot. Fekete
négyzetek mutatjak a kontroll aramot, z61d négyzetek a PKC gatldé GF109203X, rézsaszin az
enzimet aktivald PMA jelenlétében mértet. Eredményeink azt mutatjak, hogy sem a PKC
utvonal gatlasa, sem az utvonal aktivaldsa nem befolyasolja jelentésen az Ix, amplitidojat.
A normalizalt 4aram nagysdga alacsony intracellularis kalcium-koncentraci6 mellett
0,1 uM GF109203X jelenlétében 7+3%-kal, magas intracellularis kalcium-koncentracio
mellett 0,1 pM GF109203X jelenlétében 6+3% -kal valtozott. A PKC utvonal aktivalasa
30 perc elteltével sem befolydsolta az dram nagyséagat, az értéke a kiinduldsi d&ram 94+2%-a

volt (N.S., p=4).
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19. abra: 0,1uM GF-109203X hatasa az I,prg-re. Ebben a koncentraciéban a szer
kozvetlen ioncsatorna hatdsa elhanyagolhat6. A méréseket mind alacsony (A), mind
magas (B) citoszolikus kalcium koncentracido mellett elvégeztiik. Az dbran fekete szin
jeloli a kontroll, z6ld szin a gétloszer jelenlétében mért dramokat. Pozitiv kontrollként
0,1uM PMA —t hasznaltunk (C), a jelenlétében mért aramokat lila szin jeloli.
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5.6., Az izoproterenol hatasa az Ix-re

Az eddigi méréseink kontrolljaként megvizsgaltuk a PKA ¢és PKC tutvonalak hatasat az
Ixs-re. Az aramot a 2.1.2.3/B fejezetben részletezett modon aktivaltuk.

Kisérleteink sordn az izoproterenol koncentraci6 fliggd modon ndvelte az Ixs amplitidojat.
A 20./A ¢és C éabran bemutatott kisérletben 10 nM izoproterenol 1,8 pA/pF-r6l 4,6 pA/pF-ra,
100 nM izoproterenol 6,1 pA/pF-ra ndvelte az aramot. Ahogy az a 20./A ébra is mutatja az
izoproterenol hatdsa mintegy 3 perc alatt kialakult. A mért aramot tiszta Ixs-ként
azonositottuk, mivel a 100 nM izoproterenol mellett alkalmazott specifikus Ixs gatloszer
(1 uM HMR-1556) jelenlétében a farokaram amplitidoja 6,15 pA/pF-rol 0.01 pA/pF-ra
csokkent.

A kiilonboz6 izoproterenol koncentraciok mellett mért farokaram amplitidokat a
kontrollra normalizaltuk és dbrazoltuk az izoproterenol koncentracio fiiggvényében. A 20./B
abra 5 kisérlet eredményét foglalja Ossze. Az adatokat Hill egyenlettel illesztettiik. Az
illesztéssel kapott ECs értéke 14,46+1,11 nM-nak adddott, a Hill-koefficiens 0,84+0,04 volt.

5.7., A PKA modulacio hatisa az Ig.-re

A tovéabbi kisérletekben a PKA utvonalat receptorfiiggd és receptorfiiggetlen modon
aktivaltuk, és figyeltiik az Ixs-re kifejtett hatast. A PKA receptorfiiggetlen aktivalasdhoz
sejteket 250 uM 8-Br-cAMP-vel kezeltik. Megaéllapitottuk, hogy az irodalmi adatokkal
Osszhangban az Igxs denzitdsa 8-Br-cAMP jelenlétében a kontroll érték mintegy
haromszorosara novekedett, 1,7+0,15 pA/pF-r6l 4,6+0,47 pA/pF-ra. (p<0,05, n=5).

A kovetkezé méréssorozatban a PKA aktivator 8-Br-cAMP-vel tortént elokezelés utan
10, majd 100 nM izoproterenollal aktivaltuk a B-adrenerg receptorokat. Ilyen koriilmények
kozott az izoproterenol mar nem volt képes tovabbi aramndvekedést eldidézni. A farokaram

denzitdsa 4,6+0,47 pA/pF, 4,8+0,45 pA/pF, majd 5,0+0,28 pA/pF volt (N.S., n=5).
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20. abra: Az izoproterenol Iy -re kifejtett hatasa. A: Egy reprezentativ kisérletet abrazol.
Fekete négyzet jeloli a kontroll, z6ld kér 10 nM, piros haromszég a 100 nM izoproterenol
jelenlétében mért aramjeleket. Ures haromszog specifikus Igs gatldé HMR-1556
alkalmazasat jelzi. B: Az izoproterenol dozis-hatds gorbéje, ECso: 14.46+1.11 nM,
Hill= 0.84+0.04, 1. 433+46% (atlagtSEM, n=5). A C panel a kisérlet a, b, c, és d
pontjan rogzitett analog aramjeleket mutatja.
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Teszteltlik a PKA gatlas Igs-re kifejtett hatasat is. Ehhez a pipetta belsdoldatahoz adott
100 uM Rp-8-Br-cAMP-t hasznéltunk. Kisérleteink soran a PKA gatlo Rp-8-Br-cAMP
jelenlétében szignifikansan csokkent a farokdram denzitdsa, 1,6+0,04 pA/pF-rél
0,5+£0,09 pA/pF-ra (p<0,05, n=5). Ha a PKA gatlasa mellett izoproterenollal aktivaltuk a
B-adrenerg receptorokat azt tapasztaltuk, hogy bar 100 uM Rp-8-Br-cAMP csokkentette az
Ix~t, nem volt képes kivédeni az izoproterenol Ik, aktivalo hatasat. A kisérletek sordn a
farokaram denzitasa 0,5+0,09 pA/pF-ro6l rendre 1,1+0,07 pA/pF-ra majd 1,6+0,12 pA/pF-ra
novekedett (p<0,05, n=5).
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befolyasolasa eldtti, kontroll aramot, Az Gtvonal aktivalasa vagy gatlasa utan mérhet6 aram-
amplitudokat kék és piros oszlopok mutatjadk. Az Gtvonal modulacidja utdn 10, majd 100
nM izoproterenol jelenlétében mért dram-amplitidokat sotétkék és bordd szinek jelolik,
ezeket kimosas koveti.* jeloli a kiinduldsi &ramhoz, # a PKA modulator jelenlétében mért
aramhoz képest szignifikans kiilonbségeket (p<0,05). (atlag:SEM, n=5).
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5.8., A chelerythrine és GF-109203X hatdasa az Ix-re

A PKC utvonalat az Ik, vizsgalatanal hasznalt szerekkel, 1 pM chelerytrine-nel vagy
1 uM GF109203X-szel gatoltuk. Méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy sem a chelerythrine,
sem a GF109203X nem befolyasolta szignifikdnsan az Ik, nagysadgat. Az aram denzitdsa
chelerythrine jelenlétében 1,3+0,41 pA/pF majd 1,6+0,41 pA/pF, GF109203X jelenlétében
1,2+0,34 pA/pF majd 1,4+0,42 pA/pF volt. A gatloészereket legalabb 10 percen keresztiil
alkalmaztuk, s bar a farokaram nagysagaban mar 2-3 perc alatt kialakult egy enyhe
novekedés, a kiilonbség nem bizonyult szignifikdnsnak (N.S., n=4).

A PKC-gatlo szerekkel tortént eldkezelés utan 10, majd 100 nM izoproterenollal
aktivaltuk a B-adrenerg receptorokat. Kisérleteink soran sem 1 uM chelerythrine, sem 1 uM
GF109203X nem volt képes kivédeni az izoproterenol Ixs noveld hatasat. A farokéram
denzitdsa chelerythrine jelenlétében 1,6+0,41 pA/pF-ro6l rendre 2,7+0,55 pA/pF-ra, majd
4,2+0,36 pA/pF-ra, GF109203X jelenlétében 1,7+0,25 pA/pF-rél 3,9+0,45 pA/pF-ra, majd
5,5+0,49 pA/pF-ra novekedett (p<0,05, n=4). Az izoproterenol hatdsa teljes mértékben
reverzibilis volt.

Eredményeink arra utalnak, hogy az izoproterenol elsdsorban a PKA aktivalasan at
fejtheti ki Ixs noveld hatasat. Nyugalmi koriilmények kozott a kutya kamrai szivizomsejtek
PKA ttvonala részben aktivalt és ezen keresztiill a KCNQ csatorndk részben foszforilalt

allapotban vannak.
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kisérletet abraja, fekete négyzet jeloli a kontroll aramot, narancsszini kor 1uM
chelerythrine, z6ld négyszog 1uM GF109203X jelenétében mérteket. B: egy-egy a és b
pontban régzitett aramanalogot mutat. C: a gatlészerek alkalmazasa utan 10, majd 100
nM izoproterenol jelenlétében mért dram-amplitadok. (1) kontroll, (2) gétlészer, (3)
gatlészer +10nM izoproterenol, (4) gatloszer +100nM izoproterenol, (5) izoproterenol

kimosésa. * jeloli a kiindulasi d&ramhoz képest szignifikans kiilonbségeket (p<0,05).
(atlag=SEM, n=4).
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6., Megbeszélés

Jelen munkénkban a [-adrenerg receptor agonista izoproterenol kutya kamrai
szivizomsejtek késoi kaliumaramanak gyors (Ik;) és lasst (Ixs) komponensére kifejtett hatasait
vizsgaltuk. Munkacsoportunk elséként mutatta ki a P-adrenerg stimulacié kutya kamrai
szivizomsejtek késoéi kaliumaramanak gyors komponensére kifejtett aktivalod hatasat, aminek
jelentdségét az adja, hogy fontos védekezd mechanizmus lehet az akcios potencidl hosszadnak
B-adrenerg stimulacio alatti nyulésa, és igy aritmidk kialakuldsa ellen.

Eredményeink alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az izoproterenol j3;-adrenerg receptorok
aktivalasaval, PKA fliggd modon ndveli az dramot, mivel mind a PKA ttvonal aktivacioja,
mind az uUtvonal gatlasa kivédte az izoproterenol altal kivaltott Ix, aktivaldé hatast. Ezen
eredményeink ellentétben allnak azon irodalmi adatokkal, amelyek PKA aktivaciot kovetden
az Ig, gatlasat irjak le oocytdkon expresszalt hERG csatorndkon [104]. Az eltérd
eredményekre az adhat magyardzatot, hogy az oocytdk expresszaltdk ugyan a hERG
csatornakat, a csatorna jarulékos fehérjéit azonban nem. Hidnyozhattak tovabba ebbdl az
expresszios rendszerbol a PKA jelatviteli utvonal egyes elemei is, valamint az egyes fajok
kozti izoenzim kiilonbségek is allhatnak az eltérd eredmények hatterében.

Feltevésiinket, miszerint az Ix, a PKA jeldtviteli tutvonal aktivacidjan keresztiil
szabalyozott, alatamasztjak azok a kisérleteink amelyek sordn a PKA kozvetlen aktivaciojat
kovetden aktivaltuk a B-adrenerg receptorokat. Azt tapasztaltuk, hogy a receptorok aktivacidja
nem volt képes az Ix, amplitidojanak novelésére. Megjegyzendd ugyanakkor, hogy a PKA
aktivaciojahoz elengedhetetlen cAMP alkalmazasa — ellentétben a 8-Br-cAMP ¢és
6-Bnz-cAMP hasznélatdval — nem volt képes kivédeni az izoproterenol aktivald hatésat.
Ennek magyardzatait a PKA-ioncsatorna komplex kompartmentalizacidja adhatja [48]. Az
enzim-ioncsatorna komplex sejtmembranhoz asszocidlt formaban talalhatdo, a PKA
aktivaciojahoz elengedhetetlen a cAMP citoplazméab6l a membranban 1évé komplexhez
jutdsa. Ezt a sejtmembran kornyezetében taldlhatd foszfodiészteraz barrier akadalyozhatja
meg, amely a pipettabdl kidiffundalé cAMP-t még a PKA-ioncsatorna komplexhez jutas elott
részben elbonthatja. A barrier hatdsa viszont nem érvényesiil a PDE rezisztens cAMP formak
(8-Br-cAMP ¢és 6-Bnz-cAMP) és a sejtmembranba az extracellularis tér irdnyabol beoldodo

drogok esetén.
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A PKA vizsgalatdval parhuzamosan az EPAC 1utvonal esetleges érintettségét is
tanulmanyoztuk. Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy az EPAC B-adrenerg
receptorokon keresztiili aktivacioja valdsziniileg nem vesz részt az Ik, szabalyozasaban.

Meéréseink eredménye Osszhangban all a Heath és Terrar [35] 4ltal leirttal, kisérleteikben
10 nM izoproterenol 47 %-kal ndvelte a tengerimalac szivizomsejtek késdi kalium aramanak
gyors komponensét. Heath és Terrar azonban — a mi kisérletei elrendezésiinkkel ellentétben
— nem gatoltdk az L-tipusu kalcium dramot és nem pufferelték az intracelluléris kalciumot,
igy az intracellularis kalcium koncentracié emelkedése aktivalhatta a konvencionalis PKC
enzimet, ami felelds lehet az Ik, ndvekedéséért. Irodalmi adatok azonban arrdl szamolnak be,
hogy a konvencionalis PKC utvonal thymelatoxinnal tortént specifikus aktivacioja csokkenti
az oocytakban expresszalt ioncsatorndkon atfolyd Ikt [105]. A sajat kisérleteink soran
tapasztalt Ix, novekedés hatterében a konvencionalis PKC tutvonal aktivacidja valdsziniileg
nem jatszott szerepet, mivel az iondramok mérése sordn a méréoldathoz adott
5 uM nifedipinnel teljes mértékben gatoltuk az L-tipust kalcium aramot, s emellett a pipetta
toltdoldatahoz adott 10 mM EGTA-val kotott allapotban tartottuk az intracellularis kalcium
ionokat.

A PB-adrenerg stimulacido Igere kifejtett aktivald hatdsa az irodalombdl jol ismert.
Audigane ¢és munkatarsai nyul szivizomsejteken [2], Severi ¢és munkatarsai tengerimalac
szivizomsejteken [93], Imredy ¢és munkatidrsai humén ioncsatorndkon [41] mutatta ki a
jelenséget. Az egybehangzo irodalmi adatok alapjan valoszinii, hogy az Ixs noveld hatas
kozvetitéséért a PKA utvonal a aktivacidja a felelds. Ezen irodalmi adatok ismeretében
vizsgaltuk a [B-adrenerg stimuldcié hatdsat kutya kamrai szivizomsejtek késoi
kaliumaraménak lassi komponensére. A kisérleti elrendezés — az Igy/Ik. elkiilonitésére
hasznalt gatloszerek kivételével — azonos volt az Ik, -nél hasznaélttal. Eredményeink irodalmi
adatokkal vald egyezése miatt ezeket a méréseket onkontrollként hasznalhattuk.

Megallapitottuk, hogy a PKA kozvetlen aktivalasan keresztiili megnovelt Ixs-t az
izoproterenol mar nem volt képes tovabb ndvelni. A PKA ttvonal gatlasa esetén jelentds
kiilonbségek mutatkoztak az Ik, €s Ixs kozott. A PKA utvonal gatlasa nem befolyésolta az Ik,
denzitdsat, azonban jelentds mértékben gatolta az Ixs-t. Ez alapjan arra kovetkeztettiink, hogy
a bazalis PKA aktivitds nem befolyasolja az Ik,-t, ugyanakkor a bazalis PKA aktivitas részben
aktivalt allapotban tartja az Ik 1étrehozasaért felelds ioncsatornakat. Tovabbi kiilonbségeket
tapasztaltunk, ha a PKA gatlasat kovetden izoproterenollal aktivaltuk a p-adrenerg
receptorokat. Ix, esetén a PKA gatlasa teljes mértékben kivédte az izoproterenol aktivald

hatdsat, mig Ixs esetén csupan csokkentette azt. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a PKA utvonal
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részleges gatlasa is elegendd az izoproterenol Ikt aktivaldo hatasdnak elnyomésahoz, és a
PKA aktivald hatdsa kozel sem olyan effektiv, mint I, esetén. A tapasztalt kiilonbségek
magyarazataként nem zarhat6 ki az a lehetdség sem, hogy a kiilonb6z6, a csatornat aktivalo
hatasok kivitelezéséért kiilonbozé6 PKA izoenzimek feleldsek, melyek eltéré gatldszer
érzékenységet mutathatnak. Bar a [-adrenerg stimuldcié a késéi kaliumaram mindkét
komponensét novelte, a PKA aktivaciojakor és gatldsakor tapasztalt kiilonbségek pontos
magyarazata tovabbi vizsgalatokat igényel.

A PKC ttvonal érintettségét két PKC gatloszer segitségével vizsgalatuk: 1 uM
chelerythrine-t vagy 1 uM GF109203X-et alkalmaztunk. Méréseink soran mindkét gatloszer
szignifikdnsan csokkentette az Igx, amplitidojat. Szamos, a PKC utvonalat befolyasolo
gatlészerr6l  ismert azonban, hogy direkt csatornahatasai is vannak  [50].
A direkt csatornagdtlo hatds kizarasara a méréseket megismételtik HEK-293 sejteken
expresszaltatott hERG csatorndkon is. Ezek a sejtek ugyanis nem expresszaljdk a PKC
utvonal fehérjéit.

Megallapitottuk, hogy mind a chelerythrine, mind a GF109203X koncentraciofiiggd
modon gatolta az Ihgrg-et. Eredményeink arra utalnak, hogy az altalunk alkalmazott PKC
gatlészerek kozvetlen hERG csatorna gatld hatassal birnak. Feltevésiinket alatamasztja a hatas
kialakulasi sebessége is, nevezetesen az Iygrg gatld hatas mindkét szer jelenlétében néhany
perc alatt kialakult. Irodalmi adatok szerint a PKC utvonal aktivacioja vagy gatlasa ugyanis
ennek az idonek tobbszordsét igényli [105]. A GF109203X direkt hERG csatorna hatasa
ugyan korabbrol ismert [103], a chelerythrine hERG csatornara kifejtett kdzvetlen gatld
hatdsat viszont munkacsoportunk irta le elséként. A GF109203X alkalmazéasaval kapott
eredményeink gyakorlatilag megegyeznek a Thomas és munkatérsai altal 2004-ben publikalt
vizsgalatainkban 0,76 pM-nak adoédott. Kisérleteink soran 1 uM GF109203X 69,4 %-os Ik;
gatlast okozott, a tanulmany 69,2 %-rdl ir. A nagymérvii hasonlosadg mellett kiilonbségek is
adodtak. Thomas ¢és munkatirsai az Ingrg kapuzési kinetikdjdban nem szamoltak be
szignifikans valtozasrol. Ezzel ellentétben mi azt tapasztaltuk, hogy 0,1 pM GF109203X az
Ingrg fesziltségfiiggését 12,2 mV-tal balra tolta. A mért kiilonbségek oka jelenleg nem
tisztazott, a fajok kozti kiilonbségek mellett az eltérd metodika is szerepet jatszhatott.

A chelerythrine-nek és a GF109203X-nek az Ik, gatlo hatdsa mellett ismert egyéb
ioncsatornakra kifejtett negativ hatdsa is. Voultilainen-Myllyla és munkatérsai [118] patkany
kamrai szivizomsejtek fesziiltségfliggd kalcium és kaliumcsatorndinak gatlasarol szamolnak

be, amely hatds — hasonléan a mi eredményeinkhez — szintén PKC fiiggetlen modon zajlott.
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Cho ¢és munkatarsai [17] a két gatlészer macskak pitvari szivizomsejtjeinek acetilkolin-
aktivalt kaliumcsatorndira kifejtett gatlo hatasat irtdk le, Kim [53] és Park [75] egér és
patkdny ér-simaizomsejtek fesziiltségfiiggd kaliumcsatorndinak gétldsardl irnak. Ezzel
ellentétes hatasrol szamol be egy 2008-ban sziiletett tanulmany [50], amely egy masik PKC
gatloszer, a staurosporin szivizomsejtek Na'/Ca®™ cseréld mechanizmusara kifejtett
PKC-fiiggetlen aktivalé hatasait taglalja. [géretes témaja lenne tovabbi vizsgalatoknak ezen
molekulak kémiai szerkezetének Osszevetése: a direkt ioncsatornakhoz k&tddd szegmentek
azonositasa ¢és modifikacigja talan novelhetné ezen molekuldk PKC szelektivitasat, és
csokkenthetné a szerek ioncsatorna hatésait.

A PKC gatlészerekkel végzett kisérleteink arra utalnak, hogy ezek a gatloszerek nem
igazan alkalmasak PKC Ik,-t modulal6 hatasanak felderitésére. Az irodalombol ismert, hogy a
GF109203X 0,1 uM-os koncentracioban mar jelentdsen blokkolja a PKC enzimet, de csak
kismértékli, mintegy 10%-0s Iygrg csokkenést okoz HEK sejteken. Ugyanilyen
koncentracioban a szer nem csOkkentette kutya kamrai szivizomsejteken az Ix, amplitddojat,
sOt, mérsékelt aram-amplitido ndvekedést tapasztaltunk. Ezzel szemben a PKC utvonal PMA
segitségével torténd aktivalasa jelzett mértékben csokkentette az Ix, amplitidojat. Az aram-
amplitidokban tapasztalhatd valtozasok statisztikailag egyik esetben sem voltak jelentdsek.
Méréseink eredményébdl arra kovetkeztethetlink, hogy kutydk kamrai szivizomsejtjeiben a
késoi kaliumaram gyors komponensének szabalyozasaban a PKC tutvonal valoszinlileg nem
jatszik szerepet.

A megjelent kozlemények, melyek a PKC szerepét taglaljak az Ixs szabalyozasaban,
egymdasnak ellentmondoak ¢és jelentds fajok kozti kiillonbségekrdl tanuskodnak. A PKC
aktivacioja novelte példaul a tengerimalac szivizomsejtek Igxs-ét [106, 107].
Egér vagy patkany csatornafehérjéket expresszald sejteken viszont az Ik csokken, ha PKC
utvonalukat aktivaljuk [10]. Sajat méréseink soran az Ix,-hez hasonlé eredményeket kaptunk:
sem a chelerytrine, sem a GF109203X nem befolyasolta jelentésen az Ixs amplitadojat.
Kisérleteink soran egyik gatloszer sem volt képes kivédeni az izoproterenol Ixs-t ndveld
hatdsat. Eredményeink alapjan arra  kovetkeztethetiink, hogy kutydk kamrai
szivizomsejtjeiben a késdi kaliumaram lassu komponensének szabalyozasaban a PKC utvonal

valoszinlileg nem jatszik szerepet.
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7., Osszefoglalas

Bevezetés: A kés6i  kdliumaram lassu  komponensérdl (Igs) szamos emldsfaj
szivizomsejtjein kimutattak, hogy B-adrenerg stimuldci6é hatasara né az dram amplitidoja,
azonban ezen dram gyors komponensére (Ix;) vonatkozo6 irodalmi adatok ellentmondésosak.
Vizsgalataink sordn arra voltunk kivancsiak, hogy miként befolyéasolja a kés6i kaliumaram
komponenseit a B-adrenerg stimulacid, illetve a jeldtviteli utvonalak — protein kindz A,
protein kindz C — aktivalasa illetve gatlasa.

Anyagok és modszerek: Kisérleteinket kutya kamrai szivizomsejteken ¢s HEK-293
sejtekkel expresszaltatott hERG csatorndkon végeztiik. A membranaramokat patch-clamp
technikéaval mértiik, egész sejtes konfiguracidban, 37°C hdmérsékleten.

Eredmények: Megallapitottuk, hogy az izoproterenol 30-50%-kal ndvelte az Ik,
amplitaddjat, hasonloan a forskolin alkalmazasédhoz, vagy intracellularisan alkalmazott cAMP
¢s analogjainak (cAMP, 8-Br-cAMP, 6-Bnz-cAMP) a hatasdhoz. A PKA ftvonal
Rp-8-Br-cAMP-vel tortént gatldsa nyugalmi koriilmények kozott nem befolyasolta az Ik,
amplitadojat, de a [j-adrenerg receptor gatld CGP-20712A illetve a PKA gatld
Rp-8-Br-cAMP teljes mértékben kivédte az izoproterenol Ik, ndveld hatasat.

Méréseink soran az izoproterenol kozel hdromszorosara novelte az Ixs amplitddojat. A PKA
utvonal gatldsa jelentdsen csokkentette az dramot, azonban nem védte ki az izoproterenol
aktivalo hatésat.

A PKC ttvonal vizsgalata sordn megallapitottuk, hogy mind a chelerythrine, mind a
GF109203X szignifikdnsan csokkentették az Ix, amplitddojat. Expresszaltatott hERG
csatornan végzett méréseink arra utalnak, hogy sem a PKC tutvonal gatlasa, sem az utvonal
aktivalasa nem befolyasolja jelentdsen a késdi kaliumaram gyors komponensét, viszont az
altalunk alkalmazott PKC gatloszerek kozvetlen hERG csatorna gatld hatassal birnak.
A chelerythrine hERG csatornara kifejtett kozvetlen gatlé hatdsat munkacsoportunk irta le
elsdként.

Osszefoglalds: Eredményeink arra utalnak, hogy a Bj-adrenerg stimulacié a PKA ttvonal
aktivalasan keresztiil képes novelni kutya kamrai szivizomsejtek késéi kaliumaramanak gyors
¢s lassu komponensét. Megallapitottuk, hogy az aramok szabalyozasaban a PKC utvonal
valoszinlileg nem jatszik szerepet, illetve hogy alkalmazott PKC gatloszerek kozvetlen
ioncsatorna gatld hatdsuk miatt csak bizonyos koriilmények kozott alkalmasak az iondramok

vizsgélataban.
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8., Summary

Background and purpose: While the slow delayed rectifier potassium current (Igs) is
known to be enhanced by the stimulation of -adrenoceptors in several mammalian species,
phosphorylation-dependent regulation of the rapid delayed rectifier potassium current (Ik;) is
controversial. In the absence of relevant human data we decided to study the effects of
B-adrenoceptor stimulation and intracellular pathways on delayed rectifier potassium currents
in ventricular cardiomyocytes of the dog.

Experimental approach: In our experiments effects of isoprenaline (ISO), activators and
inhibitors of the protein kinase A (PKA) and protein kinase C (PKC) pathways on Ik, and Ik
was studied in canine ventricular myocytes or expressed hERG channels using the whole cell
patch-clamp technique at 37 °C.

Results: Iy, was significantly increased (by 30-50%) following superfusion with ISO,
forskolin or intracellular application of PKA activator cAMP analogues (cAMP, 8-Br-cAMP,
6-Bnz-cAMP). Inhibition of PKA by Rp-8-Br-cAMP had no effect on baseline Ix,. The
stimulating effect of ISO on Igx, was completely inhibited by selective B;-adrenoceptor
antagonists CGP-20712A, by the PKA inhibitor Rp-8-Br-cAMP or by the PKA activator
cAMP analogues.

In comparison, Ixs was increased threefold by superfusion of ISO, and strongly reduced by
the PKA inhibitor Rp-8-Br-cAMP. The ISO-induced enhancement of Ixs was decreased by
Rp-8-Br-cAMP and completely inhibited by 8-Br-cAMP.

Our results indicate that PKC inhibitor chelerythrine and GF109203X suppressed the Ik, in
canine ventricular cells. No significant effects of PKC activators or inhibitors were observed
on hERG channels arguing against significant contribution of PKC to regulation of I;.

Conclusion: Our results indicate that the stimulation of B;-adrenoceptors increases Ik,
similar to Igs, via the activation of PKA in canine ventricular cells. Our results show that PKC
has no importance in regulation of these currents, and the used PKC inhibitor molecules are

not suitable for selective PKC blocade due to their direct ion channel inhibitory effects.
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10., Az értekezésben gyakran hasznalt roviditések jegyzéke

AC
ATP
cAMP
DAG
EPAC
GTP
hERG
Ik

Ik,

Iks
Tkur
IP;

Lo
KChAP
KChIP
minK
MiRP
mtsai.
PDE
PIP,
PKA
PKC
PLC

adenilat-ciklaz

adenozin-trifoszfat

ciklikus adenozin monofoszfat

diacil-glicerol

Exchange Protein directly Activated by cAMP
guanozin-trifoszfat

human ether-a-go-go gene

inward rectifyer current- befelé egyeniranyité kaliumaram
A késo6i kaliumaram gyors komponense

A kés6i kaliuméram lasstt komponense

A késo6i kaliumaram ultragyors komponense
inozitol 1,4,5-trifoszfat

transient outward current- tranziens kifel¢ irdnyuld dram
K" channel accessory protein

K" channel interacting protein

minimal K" channel peptide

minK related protein

munkatarsai

foszfodiészteraz

foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfat

protein kindz A

protein kinaz C

foszfolipaz C
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11., Targyszavak

B-adrenerg receptor, cAMP, chelerytrine, GF109203X, Ik, Iks, izoproterenol, késdi

kaliumaram, PKA, PKC, szivizomsejt,
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