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Bevezetés

l. Altalanos megfontolasok

Az emberi szervezetben talalhaté sejtek plazmamembranja az egymastol
eltérd iondsszetétell intra—, és extracellularis teret valasztja el. Az ingerelhetd
sejtek (igy a szivkamrai sejtek) akcidés potencidlia nem mas, mint a
sejtmembranon atfolyd, térben és idében valtozé ionaramok kévetkeztében
létrejovo feszlltségvaltozas.

A sejtek mindenkori membranpotencidlja az adott idépillanatban a
sejtmembran két oldala kdézétti elektrokémiai iongradiensektdl, valamint a
plazmamembran egyes ioncsatornainak eltérd permeabilitasatol figg. Ezt a
jelenséget a Goldman—Hodgkin—Katz-egyenlet irja le.

Az elektrokémiai gradienseket kilénb6zd aktiv pumpak generaljak, és
ezek az AP lezajlasa utan is szikségesek az eredeti iondsszetétel
visszadllitasdhoz. Ezek a pumpak kdzvetlenll vagy kézvetve ATP altal tarolt
energiat hasznalnak fel. A Na'/K* ATP-4&z a Na® ionokat a sejtb6l az
extracellularis térbe juttatja, mikdzben az extracellularis térbél K* ionokat visz
a sejtbe. A pumpa 3 Na'/2 K" sztdchiometriaval mikodik, emiatt kicsiny, a
sejtbdl kifelé iranyuld (“‘outward”) aramot general. A masik jelentés pumpa a
Na*/Ca®* antiporter, amely 3 Na* és 1 Ca®" ion egyideji cseréjét végzi, igy az
el6z6  transzporterhez  hasonléan  szintén  elektrogén.  Muikoédése
eredményezhet mind befelé (“inward”), mind kifelé (“outward”) irdnyulé aramot
(Inaca), a pillanatnyi membranpotenciéltél és iondsszetételtél flggben.
Mikodése a sejtek Ca?* haztartasat illetéen nélkildzhetetlen, segitik az AP
soran a sejtplazmaba jutott Ca®* eltavolitasat.

Az egyes ionokra a membran nem egyforman permeabilis. A mindenkori
membranpotencial azon ion — Nernst-egyenletbél adédé — egyensulyi
potencialjdhoz all legkdzelebb, amelyre nézve a membran leginkdbb
atereszt6. A gerincesek kamrai szivizomsejtjeiben, nyugalmi allapotban K*
ionokra vonatkozéan nagy, mig Na*, Ca** és ClI~ ionokra nézve kicsi a

membran permeabilitasa, tehat a nyugalmi membranpotencial a K* ionok



egyensulyi potencidljahoz esik kézel. Fiziolégiai koériimények kozott az
iondsszetételbdl, az egyes ioncsatorna-tipusok permeabilitasabdl, illetve az
elektrogén  pumpak  mikdédésebdl a  kamrai sejtek  nyugalmi
membranpotencialja koérulbelil —-80 mV-nak adodik, azaz a kamrai sejtek
nyugalomban negativabbak az extracellularis térhez képest.

Magat az akciés potencidlt az emlésdék szivizomsejtjeiben a
plazmamembran id6-, és feszlltségfliggé ioncsatornainak konduktancia-
valtozasai hozzak létre (a konduktancia — vagy mas néven vezetbképesseg
— definicié szerint az adott ioncsatorna pillanatnyi ellenéllasanak reciproka; az
ioncsatorna permeabilitasaval aranyos mennyiség). Hagyomanyosan az AP-t
6t fazisra osztjuk.

Il. A kamrai szivizomsejtek akciés potencialja

II.1. Az akcids potencial nulladik és els6 fazisa

Az akcids potencial nulladik fazisaban id6—, és feszlltségfliiggé gyors Na*
csatorndk aktivalodnak, sokszorosara ndvelve az addig alacsony Na*
konduktanciat. A Na* ionokra jelentds elektrokémiai hajtéeré hat, ezaltal a
csatorna nyitasa jelentés aramot eredményez (lya), igy a membranpotencial
aktualis értéke a Na® Nernst-egyenletben meghatarozott egyensulyi
potencialja felé mozdul, tehat a membran depolarizalédik. Ezt a fazist nevezik
az AP felszall6 szaranak is a hirtelen nagymérték(i membranpotencial-valtozas
id6-feszlltség grafikonon abrazol6doé jellegzetes alakja miatt. A gyors Na*
csatornak hamar inaktivalédnak és ingerelhetd allapotba majd csak a teljes
repolarizacio utan kerllnek.

A gyors Na' csatornak altal okozott depolarizacié kdvetkeztében egyes
aramokért felelés ioncsatornak aktivalodnak, mig masok inaktivalodnak. A
nyugalmi membranpotencial fenntartasaért felelés nagy K* aram (befelé
egyeniranyitd K* aram, lg;) lecsdkken a befelé térténé egyeniranyitas miatt, ez
megakadalyozza repolarizalé hatasu K™ aram létrejéttét a nulladik fazis alatt. A
depolarizacié hatasara ugyanakkor olyan tranziens kifelé iranyuld aram

(“transient outward current”, l,) aktivalodik, amelynek human szivizomsejteken



foként K* és CI7, valamint némi Na* komponense is van. Az |, felelés az
akcios potencidl elsé fazisaban tapasztalt gyors, atmeneti repolarizacioért.
Emlitést érdemel, hogy a szivizomzat egyes rétegeiben éltéré az akcios
potenciadlok megjelenése. A subepicardidlis sejteken az AP els§ fazisaban
igen kifejezett az atmeneti repolarizacid, mig ugyanez a subendocardialis
sejtekben csak jelzett. A midmyocardialis a kezdeti repolarizacié kevésbé
mély, mint a subepicardidlis sejtekben, de a subendocardidlis sejtekénél
kifejezettebb. A fent vazolt kilénbségek az I, aram egyes myocardium-

rétegekben észlelhetd eltéré denzitdsabol addédnak.

I1.2. Az akcids potencial masodik fazisa

Az akcibds potencial masodik fazisanak létrej6ttében jelentds szerepe van
annak, hogy a befelé egyeniranyité kaliumcsatornak ekkorra bezarultak, tehat
a membran ellenalldsa nagyon nagy. A plateau fazis soran folyé befelé és
kifelé iranyuld aramok hasonlé nagysaguak, tehat a plateau soran a
membranpotencial értéke csak viszonylag lassan valtozik.

A plateau soran folyd befelé iranyuldé aramot féként Ca®* ionok
szolgaltatigk: a Na* csatornaknal lassabban aktivalédo, de tovabb fennalld
L-tipust Ca®* aram felelés a platé fazis fenntartasaért. A késéi kaliumaram

fokozatos névekedése ellensulyozza az Ic, . depolarizalé hatdsat.

I1.3. Az akcids potencial harmadik fazisa és az Ik gatlasa

Az AP harmadik fazisanak elején kezd6dik meg a repolarizacios folyamat,
mely az AP negyedik fazisara visszadllitta a membranpotencial kiindulasi
értékét. A repolarizaciét szamos aram egyltt hozza létre. A kezdeti szakaszt
az lga. aram inaktivaciéja hatarozza meg leginkabb, késdébb egyre nagyobb
szerep jut a késdéi K* aramnak (delayed rectifier; Ix), majd a repolarizaciét a
kordlbelll -55 mV alatti membranpotencialokon ismét jelentés szerephez juté
lx; aram teszi teljessé.

Az Ix aram egyre tobb dsszetevdjét sikeril felfedezni kilénb6zé fajokon,

melyek kdzul a harom leglényegesebb (jelenlegi ismereteink szerinti legtébb



gerinces fajban el6éforduld) a lassan aktivalédé (slow component of Ig; lks), a
gyorsan aktivalédé (rapid component of Ik; l,) és a nagyon gyorsan aktivalodo
(ultra rapid component of Ik, lk,) komponens. Az egyes komponensek
aktivacidos és inaktivacios kinetikajukban, farmakoldgiai tulajdonsagaikban
kilénbéznek. Az Ik, és lks megtalalhatd mind a pitvari, mind a kamrai
munkaizomsejteken, mig az lx,, jelenlétét csak pitvari sejteken bizonyitottak.
Az Ik, szelektiv gatlészerei, mint az E-4031, a dofetilide vagy a D-sotalol
metanszulfanilid szerkezetli vegylletek és jelentésen meghosszabbitjak a
kamrai akcios potencial hosszat. Ezt a hatast hasznaljdk ki a Ill. osztalyu
antiarrhythmias gyogyszerek esetében is. K* aramok, kiléndsen az lx, aram
gatlasat azonban nem csak antiarrhythmias szerek esetében figyelhetjik meg,
igy példaul egyes antihisztamin szerek (pl. terfenadin, astemizol), mikroba-
ellenes szerek (pl. erythromycin, ketokonazol), gyomor-bélrendszerre haté
gyégyszerek (pl. cisaprid), illetve antipszichotikumok (pl. haloperidol) is
hasonld hatast gyakorolnak az Ix.-re. K6z6s vonasa a fent felsorolt szereknek,
hogy legaldbb egy aromas gydr(t tartalmaznak, valamint, hogy Ik blokkol6
hatasuk az ioncsatorndkba belépve és azokat mintegy “eldugitva” érvényesdl.
Barmely szer, mely gatolja a kamrai szivizomsejtek repolarizacidjat (pl. az Ik
aramot), megnyujtia az AP hosszat, és emiatt Un. szerzett hosszu QT
szindrbmahoz vezethet. A hosszu QT szindréma barmely 6roklétt vagy
szerzett formaja a syncope, egyes arrhythmiak (példaul torsade de pointes
tipusu kamrai tachycardia), é€s a hirtelen szivhalal fokozott kockazataval tarsul.
Az |l aram jelentés szerepet jatszik a sinus-csomé és a pitvar-kamrai
csomd repolarizacidjdban, igy a maximalis diastolés potencidl
meghatarozasaban, valamint a pacemaker szbvetek ritmusgeneralasaban is.
A pacemaker szévetekben azonban az aram komponensei eltérd aktivacios és
deaktivacios kinetikat mutatnak, igy feltételezhetd, hogy az ioncsatornaknak

tobb eltéré izoformaja létezik.



I.4. Az elektromos diastole fazisa

Az AP negyedik fazisa (elektromos diastole) soran az extranodalis
(automaciaval nem rendelkez6) myocytak, igy a kamrai sejtek
membranpotencidlja is a nyugalmi értéken marad egészen az Ujabb AP
kezdetéig. A fazist meghatarozé nagy K* konduktancia (amely az lx; aramot
eredményezi) felelés azért, hogy a kamrai myocytak nyugalmi
membranpotencialja a K* ionok egyensulyi potencidljahoz kdzeli érték. Hogy
ez a két érték mégsem egyezik meg pontosan, az a korabban mar szintén
emlitett elektrogén pumpak (Na*/K* pumpa és Na*/Ca®** cserél6) hatasanak,
valamint az egyéb ionokra vonatkozé kicsiny, de nem zérus vezetdéképesseg
kdvetkezménye. Az elektromos diastole ideje alatt a Na'/K* pumpa kicsiny
kifelé, mig a Na*/Ca®" cserélé kicsiny befelé iranyulé aramot eredményeznek,
mig ebben a fazisban a plazmamembran Igs-t6l kilénb6z8 ionaramai egyutt
“hattér” befelé iranyulé aramot tartanak fenn. Az ioncserélé transzporterek az
AP lezajlasa utan az eredeti iondsszetétel visszadllitasahoz is
nélkil6zhetetlenek. Ezen tényez6k 6sszessége a K* egyensulyi potencidljanal

kb. 5-10 mV-tal pozitivabb nyugalmi membranpotencialt eredményez.



Ceélkitlizés

Kisérleteink célja a kutya bal kamrai szivizomsejtekben megtalalhaté
kaliumaramok repolarizacidban jatszott pontos szerepének tisztazasa volt. Ezt
elsésorban az élettani viszonyokat leginkdbb tikr6zé akcids potencial clamp
kérilmények kézott kivantuk elvégezni. Tovabba vizsgalni kivantuk az egyes
ionaramok frekvenciafliggd sajatossagait is, hogy a repolarizacidban betdltétt
szereplket még pontosabban meghatarozhassuk.

A kutya szivizomsejteken végzett vizsgalatoknak azért van kilonés
jelentésége, mert elektrofizioldgiai szempontbdl a human kamrai myocardium
legjobb modellje a kutya szivizomzat. Emiatt a kutya modellen végzett

kisérleteket minimalis fenntartassal extrapolalhatjuk human viszonyokra.



Anyagok és mddszerek

. Kutya bal kamrai szivizomsejtek izolalasa

Kisérleteinket kutyak szivének bal kamrajabdl enzimatikusan izolalt
szivizomsejteken végeztik. A sejteket ivarérett, kisérleti célra tenyésztett
kutydk szivébdl nyertlk, az anterograd szegmensperflzidos technika
alkalmazasaval.

Az izolalast kévetben a szuszpenzidban levé sejtek mintegy 30-60 %-a
palcika alaku volt és tiszta harantcsikolatot mutatott 2,5 mM kalciumot
tartalmazé oldatban. A sejtizolalas befejezése utan két-harom 6raval kezdtik
meg a kisérletek végzését. Felhasznalasig a sejteket 14 °C-on taroltuk,

Minimum Essential Medium Eagle oldatban (pH=7,4).

Il. Elektrofiziolégiai mérések

Valamennyi  kisérletink  kezdetekor a  szivizomsejteket 37 °C
hémérsékleten tartott, 1 ml térfogatu plexiliveg mérékadba helyeztik. A
kadban levd sejteket folyamatosan Tyrode oldattal (144 mM NaCl, 5,6 mM
KCI, 2,5 mM CaCl,, 1,2 mM MgCl,, 5 mM HEPES, 10 mM glikéz; pH=7,4)
perfundaltuk 10 ml/perc  sebességgel. Az elektrofiziologiai mérések
kivitelezéséhez Axoclamp 2B, illetve Axoclamp 200B (Axon Instruments)
er6sitbket hasznaltunk. A szamitégépes vezérléshez és adatgylijtéshez
pClamp 6.0 szoftvert alkalmaztunk. Az erdsit6 és a szamitdgépes szoftver
k6z6tti kapcsolatot Digidata 1200 A/D-D/A (Axon Instruments) jelatalakitéd

teremtette meg.

I.L1. Akcios potencialok elvezetése izolalt szivizomsejtekrdl

A transzmembran potencialokat 3 M KCI oldattal téltétt boroszilikat
mikroelektrédakkal regisztraltuk, melyek ellenalldsa 20-40 MQ volt. A sejteket
folyamatosan 1 ms szélességli négyszégimpulzusok alkalmazasaval
ingereltik, melyek amplitudojat az ingerkiiszéb 110-120%-ara allitottuk, igy az

ingerld jel és az AP felszall6 szara kdzo6tt 1-2 ms szlinet lehetett. Az AP-okat



100 kHz-es mintavételi frekvenciaval digitalizaltuk, és taroltuk a késébbi

értékelésig.
I.2. Az ionaramok mérése fesziiltség-clamp technikaval

A mérésekhez 1,5-2,5MQ ellenallasu boroszilikat mikroelektrédakat
hasznéltunk a patch-clamp technika teljes sejtes elrendezésében. A pipetta
belsd oldata az alabbi anyagokat tartalmazta: 100 mM K-aszpartat, 45 mM
KCI, 1 mM MgCl,, 10 mM EGTA, 3 mM K-ATP, 5 mM HEPES; pH=7,2. A
sejtek membranfellletének kapacitasat minden kisérlet el6tt 10 ms hossza,
—10 mV-rél —20 mV-ra térténd hiperpolarizacio segitségével megmértik, és az
ionaramokat az igy kapott sejtkapacitasra vonatkoztattuk. A mérési elrendezeés
telies soros ellendllasa altalaban 4-8 MQ-nak adddott, melyet 50-80 %-ban

kompenzaltunk.

11.2.1. Akcios potencial clamp

Az akcios potencidlokat aram-clamp lGzemmodban rdgzitettik a patch
pipetta segitségével normal Tyrode oldatban. A sejteket folyamatosan 1 Hz-es
(illetve a megfeleld kisérleteknél 0,2 Hz, 0,5 Hz, vagy 1,66 Hz) frekvenciaju
1 ms széles klszob feletti négyszdgjellel ingereltik. A sejtekrdl igy elvezetett
akcidés potencialt hasznaltuk ugyanazon a sejten és ugyanolyan ingerlési
frekvenciaval fesziiltségparancsként, immar fesziltség-clamp modban. Az igy
kapott aramjel — a kezdeti kapacitiv tranziens kivételével — a nulla szintben
futd vizszintes vonal volt. Az |, Ik, lks €S lks aramokat rendre 1 mM
4-aminopyridin, 1 uM E-4031, 10 uM chromanol-293B, illetve 50 uM BaCl,
alkalmazasaval kildnitettik el, mindegyik szert legalabb 3 percig alkalmaztuk.
Az egyes ionaramok profiljat ugy kaptuk meg, hogy a szerek alkalmazasa
el6tti aramgoérbébdl kivontuk a szerhatas utani aramgérbét.

11.2.2. Az Ixs mérése négyszogimpulzusokkal

A kisérletek soran tartépotencialként —40 mV-ot alkalmaztunk. Az Ixs-t 10
masodpercenként, 5 s hosszu +30 mV-ra térténd depolarizacié segitségével

aktivaltuk. Az aram steady-state aktivaciojanak fesziltségfliggését vizsgald
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kisérleteink soran -20 mV és +50 mV ko6zo6tti potencidlra depolarizaltuk a

sejtmembrant 10 mV-os Iépcsdkben.

lll. Matematikai modellezés

Szamitdégépes szimulaciok segitségével elemeztik a plateau fazis
magassaganak, illetve az akciés potencial hosszanak az lxs kinetikjara
gyakorolt hatasat. Numerikus modellként az Ixs fesziltség-, és id6flggéset is
leir6 Viswanathan és munkatarsai altal publikalt modellt alkalmaztuk, melyet
sajat mérési eredményeinkhez adaptaltunk. A plateaumagassag, illetve az
akcios potencial hossz Ixs-re gyakorolt hatasanak elemzéséhez egy korabban
regisztralt akcios potencialbdl az altalunk kivant (tehat vagy kizardlag a
plateau magassagaban, vagy kizarélag az akciés potencial hosszaban
kilénb6z8) akcids potencial sorozatokat készitettlink.

A modellt Mathcad 2000i (Mathsoft Engineering & Education, Surrey,
Egyesllt Kirdlysag) program segitségével futtattuk. Az akcids potencial
kezdete elé 10 ms hosszU nyugalmi membranpotencialt illesztettlink, hogy a
modellezés soran az aram steady-state értékre alljon az aktivalas elétt. Az
integracios lépések idétartama 1 ms volt. Mivel a modell figyelembe veszi a
kalcium tranzienst illesztettlink a modellbe. A diastole soran 200 nM-o0s, mig a

systole soran 2 yM-os intracellularis kalcium koncentraciét allitottunk be.

IV. Statisztikai elemzés

A ko6zo6lt adatok a kisérleti eredmények szamtani kdzépériékei + a
kdzépérték koérlli standard hiba. A csoportok 6sszehasonlitdsa soran
egyszempontos variancianalizist, Student-féle kétmintas t-prébat vagy
6nkontrollos t-prébat alkalmaztunk az adott statisztikai kérdéseknek
megfeleléen. Az adatok ko6z6tti korrelaciok meghatarozasadhoz linearis
regressziét hasznaltuk. Az eltéréseket P<0,05 esetén tekintettlk

szignifikansnak.
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Eredmények

. Kaliumaramok vizsgalata akciés potencial clamp modszerrel

.1. Tranziens kifelé iranyulé kaliumaram (l,)

Az l,-t 1 mM 4-aminopyridin alkalmazasaval kaldnitettik el, amely ebben a
koncentracidban az I, 70 %-at gatolja anélkil, hogy egyéb kamraizomsejteken
megtalalhaté kaliumaramokra jelentés hatasa lenne. Az akciés potencial
felszall6 szarat kdvetéen az I, gyorsan ndvekedett, és 4,4+0,7 ms-mal az
akcidés potencial csucsa utan érte el a maximumat, majd 7,4+0,6 ms-0s
idBallandoval csOkkent zérusra. Az akcids potencidl felszalld6 szaranak
kezdetétél 50 ms elteltével 0,05+0,1 pA/pF aramsdiriséget mértink (n=10). Az
l, amplituddja 3,0+0,23 pA/pF-nak adodott, mig az aram altal szallitott
téltésmennyiség 29,7+2,5 fC/pF volt. Az |, csicsa minden esetben megelézte
a kezdeti repolarizacié soran elért legalacsonyabb membranpotencialt. Az
akcios potencial clamp soran nyert aram-fesziiliség 6sszefliggés alapjan
megallapitottuk, hogy az I, =15 mV és +40 mV kozoétt volt aktiv, maximumat
+8,8+1,9 mV-nal érte el. Az akcios potencial korai repolarizacidéja soran meért
legnegativabb feszlltségérték és az I, maximalis értéke forditottan aranylott
egymashoz. A 90 %-os repolarizacional mert akcidés potencial hossz (APDg)

és az l,, amplitudoja kdzo6tt nem talaltunk 6sszefliggést.
.2. A késdi kaliumaram gyors komponense (lx,)

Az g vizsgdlatat kilenc szivizomsejten végeztik el 1 Hz-es ingerlési
frekvencian. Az aram szelektiv gatlasara 1 yM E-4031-et alkalmaztunk. Az Iy,
fokozatosan emelkedett a plateau fazis soran, csucsértéke 0,62+0,08 pA/pF-
nak adodott, az dram &ltal szallitott téltésmennyiség 57,616,7 fC/pF volt. Az
aram maximumat -54,2+1,7 mV-nal érte el. Az &ram tulajdonségait vizsgalva
megallapitottuk, hogy 6sszefliggés van az lx, aram csucsanak idépontja és a
repolarizacioé legnagyobb meredekségének (V max) id6pontja k6zétt: az akcios

potencial soran az lx, mintegy 7 ms-mal a V™, elétt érte el maximumat.
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Az I, és a membranon keresztilfolyd nettd aram (a nettdé aramot a
sejtmembran kapacitasa és a membranpotencialvaltozas idé szerinti elsé
derivaltjanak szorzataként szamolhatjuk: l,s=—C,,*dU/dt) &sszevetésekor azt
lattuk, hogy a nettdé membranaram a plateau fazis minden idépillanataban
meghaladta az lx, értékét. A V. id6pontjdban az Ik, értéke a nettd
membranaramnak minddssze egynegyede volt, igy tehat az lx, nem lehet a
repolarizaciéo végs6é fazisanak dominalé arama. Ennek megfeleléen nem
talaltunk ésszefliggést sem az Ik, amplituddja és a V .« €rtéke sem pedig az
lx, amplituddja és az APDgy k6z6tt.

1.3. A késdi egyeniranyitoé kaliumaram lassu komponense (Iks)

Az lgs akciés potencidl alatti aramprofiljat 10 uM chromanol-293B
alkalmazasaval kiséreltik meg megjeleniteni 1 Hz-es ingerlési frekvencian, 6t
szivizomsejten. A chromanol-érzékeny aram amplitidéja nem haladta meg a
kisérleti elrendezés zajszintiének haromszorosat, emiatt — a tdbbi
kaliumarammal ellentétben — az Ixs-t nem jellemeztik akcids potencial clamp

kérilmények kézott végzett kisérletsorozatunkban.

1.4. A befelé egyeniranyité kaliumaram (lx;)

Az lx; aram tulajdonsagait hét kamrai szivizomsejt esetében vizsgéltuk
1 Hz-es ingerléfrekvencian. Gatlészerként 50 uM BaCl,-ot hasznaltunk. Az Ix;
aramot a diastole soran is megfigyeltik: 0,26+0,03 pA/pF aramsiiriiséget
mértlink a repolarizaciéo telijes lezajlassa utan, illetve a felszallo szar
megkezd&dése elbtt. Az aram a felszallé szar alatt atmenetileg csdkkent, majd
a plateau fazis soran lassan névekedett. Az aram-fesziiltség gérbe alapjan az
lk; névekedésének hirtelen gyorsuldsa a repolarizacié soran nagyjabdl
-22 mV-os membranpotencialnal koévetkezett be. Az Ix; amplituddja
1,8+0,1 pA/pF volt, ezt —-58,310,6 mV-os membranpotencialnal érte el. Az Ik;
maximalis értéke és a V., id8pontja kdzdtt szoros Gsszefliggést fedeztlink
fel: az Iks @ Vmax utan 1 ms-mal érte el maximumat. Az lx; id6 szerinti

hatarozott integralja az akciés potencial alatt 61,6+6,2 fC/pF volt, melyet az
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aram akcidés potencial alatti kinetikaja alapjan két részre oszhatunk. Mintegy
20 fC/pF mennyiségl t6ltés az akcidés potenciél plateau fazisa alatt, mig a
maradék nagyjabdl 41 fC/pF a végsé repolarizacié soran hagyta el a sejtet. A
V ax bekdvetkeztének pillanatdban az lx; jelentette a nettdé membranaram
hozzavetbleg 75 %-at. Ennek megfeleléen a mértéke és az lx; amplituddja
k6z6tt szoros Osszefliggést talaltunk. Azonban — hasonldéan az I, esetén
tapasztaltakhoz — nem figyelhettiink meg 6sszefliggést az lx; csucsértéke és
az APDgy kdzott.

I1.5. Az Ik, és lk; frekvenciafligg6 sajatsagai

v

Az akciés potencial morfologidjanak frekvenciaflggé valtozasaiért
valamely, az akciés potencial soran aktivalédé ionaram(ok) frekvenciafiggd
sajatossaga(i) kell, hogy feleljen(ek). Emiatt megvizsgaltuk az Ik, és I;
ionaramok frekvenciafliggését 0,2 Hz-es, és 1,66 Hz-es ingerlési frekvencia
esetén is. Megfigyeltlik, hogy az lx, aramnak sem a maximalis értéke, sem a
plateau fazis ké6zepén mért érteke nem valtozott szignifikdnsan a kilénb6zé
ingerlési frekvenciak esetén. Ehhez hasonléan, sem az Iy amplitiddja sem a
az akcios potencial repolarizdcidjanak maximalis sebessége nem kilénbdzoétt
szignifikansan a vizsgalt frekvenciak esetén.

Az g, altalunk tapasztalt frekvenciafliggetlen viselkedése miatt
négyszégimpulzusok segitségével megvizsgaltuk, hogy valtozik-e az Ik,
farokaramok amplitiddja az el6z6 depolarizaciotol valé idébeli tavolsag
flggvényében. A sejtmembrant -80 mV-os tartéfeszlltségrél egyenként
250 ms hosszu, +10mV-ra depolarizadl6 négyszdgimpulzus parokkal
ingereltik, majd a farokaramokat a masodik impulzus utan —-40 mV-ra t6rténé
repolarizacio soran regisztraltuk. A Kkisérleteket 5 yM nifedipin és 30 pM
chromanol-293B jelenlétében végeztik, igy elimindlva az L-tipusu
kalciumaramot, illetve a késéi egyeniranyitdé kaliumaram lassu komponensét.
Az ingerl6jelek paramétereit azért igy véalasztottuk meg, hogy hasonlitsanak
két egymast kovetd akcidés potencidlra. Eredményeink szerint az

impulzusparok egymashoz valé idébeli viszonya 25 ms-10 s tartomanyban
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nem befolyasolta a farokaramok amplitudoit, tehat az lx, nem akkumulalodik az
egymast kdvetd akcios potencialok soran.

Megvizsgaltuk tovabba, hogyan viszonyul egymashoz a plateau fazis
k6zepén folyé nettdé membranaram (l.e mid-plateau) és az akcidés potencial
hossza (APDgy). A nettdé membranaramot a plateau kbézepén meért
feszlltségvaltozasi sebesség €s a membrankapacitas alapjan ki tudjuk
szamitani. A kisérletek soran aram-clamp moddszerrel akcidés potencialokat
régzitettiink 0,2 Hz és 2,5 Hz kdz6tti ingerlési frekvencidkat alkalmazva. Az

APDgy és a |t mid-plateau kézott forditott aranyossagot talaltunk.
Il. Az Ik vizsgalata chromanol-293B alkalmazasaval

I.1. A chromanol hatasa az akcios potencial alakjara

A chromanol frekvenciafliggé mddon nyujtotta az akcidés potencialokat,
azonban mas paramétereket nem valtoztatott meg. Az APDg, €s APDyq értéke
10 yM chromanol hatasara rendre 152.0+7,4 ms-ré6l 158+10,9 ms-ra, illetve
200,518,2 ms-rél 209,7+10,8 ms-ra nétt 1 Hz-es frekvencian. A nyujté hatas
tehat mérsékelt (az APDsy, és APDg, esetén 6,0+1,6 ms-os, illetve 9,2+3,5 ms-
0s), am statisztikailag szignifikans volt. A chromanol akciés potencial hosszat
ndvel hatasa kifejezettebb volt nagyobb ciklushosszakon. A chromanol
kezelés nem okozott szignifikdns kllénbségeket az akcids potencial egyéb

paramétereit illetéen.

I.2. A chromanol hatasa isoproterenol és E-4031 jelenlétében

Az alabbi kisérletekben 10 yM chromanol hatdsat vizsgaltuk 2 nM
isoproterenol el6kezelés utan, valamint 1 uyM E-4031 jelenlétében. Az
isoproterenol ebben a koncentracibban megemelte a plateau amplitudéjat, &m
nem volt hatéasa az APDgs-re. Az E-4031 mind a plateau amplitudéjat, mind az
APDgs-t ndvelte. A két szer hatdsai a ciklushossz nbévelésével egyre
kifejezettebbé véltak. A chromanol &ltal okozott akciés potencial nyulas
jelentésen feler6s6détt mind isoproterenol mind E-4031 jelenlétében. Ez a

hatas szintén forditott frekvenciafliggést mutatott.
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A jelen munkdnk egyik fontos célja volt, hogy megkeressik azokat az
akcios potencial paramétereket, amelyek felelések Ilehetnek az Ik
aktivalasaért. Ezekre a paraméterekre a chromanol altal Iétrehozott APD
hosszabbité hatasbol prébaltunk kévetkeztetni. Ezért a chromanol-indukalt
akcidés potencial nyujté hatas és az APDgs, valamint a plateau amplituddja
kdzo6tt kerestink korrelaciot, isoproterenol illetve E-4031 jelenlétében. A
chromanol akciéos potencialt nyQjt6 hatdsa jél korreldlt a plateau
amplitaddjaval, azonban nem talaltunk &sszefliggést a chromanol-indukalt
akcios potencial nyujtdé hatas és az APDgs kdz6tt sem isoproterenol, sem
E-4031 esetében. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a plateau fazis
amplitudoja az lgs aktivacidjanak fontos tényezéje az akcids potencial alatt,

flggetlendl attol, hogy mi idézi eld a plateau megemelkedését.

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

Mivel az isoproterenolrdl kutyabdl szarmazd preparatumokon kimutattak,
hogy megvaltoztatia az lxs kinetikajat, ezért keresnink kellett egy olyan
vizsgalati modszert, mely gy okozza a plateau fazis megemelkedését, hogy
kézben nem valtoztatia meg az lxs aramot létrehozé K,7.1 csatornak
foszforilacidés allapotat. Modszerink a kdvetkezd volt: a mikroelektrodan
keresztlil aram-clamp médban négyszbgjelnek megfeleld befelé iranyuld
arammal tonizaltuk a sejteket az akciés potencial csucsatdl kezdédéen. A
négyszogjelek 170 ms hosszuak voltak, amplitdddjukat 100-500 pA-ig
valtoztattuk 100 pA-es |épcsdkben. A tonizald Iépéseket mind kontroll
kérilmények kézott, mind chromanol el6kezelés utdn megismételtik
ugyanazon a sejten. Mddszerlnk segitségével a chromanol altal 1étrehozott
akciés potencial id6tartam névelést tébb kilénb6zé APDgs és plateau
amplitudd esetén is megvizsgalhattuk ugyanazon a preparatumon. A befelé
irdnyulé aram alkalmazasa — a vartnak megfeleléen — mind a plateau fazis
amplitudojat, mind az APDgs-t megndvelte. Ezek a hatasok kifejezettebbek
voltak 10 uM chromanol jelenlétében, mint kontroll kérilmények kdzott. Az

isoproterenollal és az E-4031-gyel végzett kisérleteinkhez hasonléan a
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chromanol altal indukalt akcidés potencial nyujtd hatas aranyos volt a platé

amplitudéjaval, azonban nem fliggdtt az akciés potencialok hosszatdl.

I.4. Az Ixs aramprofil meghatarozasa matematikai modellezéssel

Matematikai szimulacidinkhoz a mddositott Viswanathan modellt
hasznaltuk. Modellkisérleteink soran szintén a plateau magassaganak és az
akcios potencidl hosszédnak hatasat vizsgaltuk az Ixs aramsdriségére.
Vizsgalatainkhoz egyetlen korabban régzitett akciés potencialt hasznaltunk,
melybdl akcios potenciél sorozatot készitettlink. A sorozat egyes elemei csak
a plateau fazisuk magassagaban, vagy a hosszukban kiilénbdztek egymastol.
A szimulacié soran a szamitégépes program a betaplalt akcidés potencialok, és
az alkalmazott modell alapjan kiszamitotta az Ixs aram profiljat az adott akcios
potencial alatt. A plateau fazis amplitidékat és az APDgs értékeket ugy
valasztottuk meg, hogy atfedjenek az isoproterenol, E-4031 és a tonizald
kisérletekben kapott eredményekkel. A szimulalt Ixs aramgdérbék amplituddja
jelentésen flggétt a plateau magassagatél: a platé amplitudéjanak 72 mV-rol
102 mV-ra t6rténd ndvelése mintegy négyszeres lxs amplitidd ndvekedést
okozott. Az lxs amplitudd valtozott az APDgs fliggvényében is, am az APDgs
k6zel megkétszerezése (180 ms-r6l 350 ms-ra ndvelése) az lxs maximumat
csak mintegy 50 %-kal névelte.

A fenti eredmények szintén arra engednek koévetkeztetni, hogy az Ik

aktivalodasat els6sorban a plateau magassaga hatarozza meg.

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

Mivel az lxs aramot — féként kis amplitiddja miatt — nem tudtuk
megbizhatéan jellemezni akciés potencial clamp kérilmények kdzott, ezért
felvet6détt az lxs farmakoldgiai felerésités utani vizsgalatanak lehetésége. A
vizsgalatok elvégzéséhez idealis jelbltnek latszott az L-364,373 anyag. Errél
kordbban kimutattak, hogy mikromélos koncentraciokban alkalmazva
tObbszérosére névelte az Ik amplitddéjat tengerimalac és nyul

preparatumokon is. Ahhoz azonban, hogy akcios potencial clamp kérilmények
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kdzo6tt alkalmazhassuk a szert, meg kellett bizonyosodnunk arrél, hogy az
L-364,373 az altalunk vizsgalni kivant kutya bal kamrai szivizomsejteken
szintén megnodveli az lxs amplitddjat. Ezen kisérletek elvégzéséhez
hagyomanyos fesziltség-clamp eljarast hasznéltunk. Ahhoz, hogy az
L-364,373 anyag hatadsat megitélhessiik, referenciamolekulaként (pozitiv
kontrollként) a mefénaminsavat alkalmaztuk.

100 uM mefénaminsav szignifikansan névelte mind a +30 mV-on mért
teljesen aktivalt Ixs aramot (2,68+0,47 pA/pF vs. 4,46+0,98 pA/pF), mind az Ik
farokaramok amplitudéjat (1,04+0,14 pA/pF vs. 1,77+0,39 pA/pF), melyet a
tartépotencialra visszatérve -40 mV-on mértink. A mefénaminsav hatasa
feszlltségflggést mutatott: az lxs farokaramok amplitudojat kifejezettebben
ndvelte kevésbé pozitiv prepotencialok esetén. A mefénaminsav lx aktivald
hatdsa az aram fesziltségfliggésének negativabb feszlltségértékek iranyaba
torténd eltolasa révén valbésult meg. Az lxs amplitiddjanak névelésén kivil a
mefénaminsav 100 uM-os koncentraciéban szignifikdnsan ndvelte az aram
deaktivacios idéallandojat is (74£15 ms vs. 18637 ms).

Az L-364,373 anyag hatasat 0,1 uM, 1 uM és 3 uM-os koncentracidékban
vizsgaltuk. A mefénaminsavval ellentétben az L-364,373 nem ndvelte az Ik
aramok amplitudéjat az altalunk vizsgalt membranpotencial-tartomanyban. A
tellesen  aktivalt  dramok  amplitudéi  3,9410,36 pA/pF;  valamint
3,62+0,53 pA/pF; 3,59+0,53 pA/pF; 3,08+0,46 pA/pF voltak, rendre normal
Tyrode oldatban, illetve 0,1 uM; 1 uM és 3 uM L-364,373 jelenlétében. A
farokaramok amplitudoi a kdvetkez6képpen alakultak: 1,23+0,1 pA/pF, illetve
1,21+0,13 pA/pF; 1,1520,12 pA/pF; 1,14+0,04 pA/pF rendre normal Tyrode
oldatban, illetve 0,1 uM; 1 uM és 3 uM L-364,373 alkalmazasa soran. Az L-
364,373 anyag Iks aramamplitidokat csékkent¢ hatasa a 3 uM-os
koncentracio esetén szignifikans volt. Mindezek mellett az L-364,373 anyag a
mefénaminsavhoz hasonléan, szintén lassitotta az aram deaktivaciojat. A
deaktivacios idéallanddkat rendre 66+3 ms-nak, illetve 7318 ms-nak; 78+8 ms-
nak és 87+10 ms-nak mértiik normal Tyrode oldatban, illetve 0,1 uM; 1 uM és
3 uM L-364,373 anyag jelenlétében.
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Megbeszélés

Az egyes kaliumaramok szerepe a kutya bal kamrai munkaizomsejtek
repolarizaciojaban mindmaig nem tisztazott pontosan. Munkank soran négy, a
kutya kamrai szivizomsejteken megtalalhaté kaliumaram (ly, lx;, lks, Ik1) akcios
potencial repolarizaciéjaban jatszott szerepét jellemeztik. Ezek kézil harom
(o, Ir, k1) @aram profiljat maradéktalanul meg tudtuk jeleniteni akcids potencial
clamp technikaval. Ez a technika a legalkalmasabb az aramok tényleges
akcios potencial alatti lefutdsanak megitélésére a fiziolégiashoz leginkabb
kdzelitd koérilmények miatt. Tovabba megvizsgaltuk az egyes ionaramok
frekvenciafliggd sajatossagait is, hogy a repolarizaciéban betdltétt szerepiket

még pontosabban meghatarozhassuk.

I. Kaliumaramok lefutasa a kamrai akcios potencial soran

A jelen munka jelentéségét az adja, hogy el6sz6ér mi irtuk le pontosan az |,
Ik és lxy akciés potencial alatti megjelenését kutya bal kamrai
szivizomsejteken, valamint parametrikusan is jellemeztik ezeket az dramokat.
A harom aram koézll ketté (nevezetesen az Ik, és lkq) er6sen befelé
egyeniranyitd karakterl. Emiatt a hagyomanyos, négyszdgimpulzusokkal
végzett feszilltség-clamp mérésekbdl csak nagyon bizonytalanul, matematikai
modellezéssel lehet egy tényleges akciés potencial alatt kialakuld
tulajdonsagaikra kévetkeztetni.

Az Ixs dramot akcids potencidl clamp technika alkalmazasaval nem tudtuk
kielégitben megqitélni, igy ennél az aramnal az Ixs szelektiv gatloszerenek
segitségével prébaltunk kdvetkeztetni az aram repolarizacidoban betéltdtt
szerepére.

Az |k, altalunk 1 Hz-es ingerl6frekvencian akciés potencial clamp
mobdszerrel mért atlagosan 0,62 pA/pF nagysagu amplitidéja hasonlé
nagysagu a korabban mar Hua és munkatarsai altal szintén kutya myocytak
esetén kapott 0,55 pA/pF-os értékhez, am kisebb, mint a tengerimalacokon
eddig leirt 0,86 pA/pF nagysagu daramcsucs. Jelen kisérletek soran az ki

maximuma (1,8 pA/pF) is kisebb volt, mint amiket a tengerimalac modelleket
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hasznalok leirtak. Az I, €s lx; aramban tapasztalhatdé kildnbségeken tul
tengerimalacokban nagyobb a plateau fazis soran foly6 lc,, mint kutyakban.
Ezek alapjan megallapithaté, hogy a kutya szivizomsejtek a plateau fazis
soran kisebb transzmembran aramokkal dolgoznak, mint a tengerimalacok
cardiomyocytai. Igy a plateau fazis alatti finom elektromos egyensuly
kevesebb energia befektetésével valosulhat meg kutydkban.

Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy mind az lx,, mind az lx; fokozatosan
ndvekedett, ahogy a membran a plateau fazis utan egyre inkabb
repolarizalédott. Az lx, 7 ms-mal a V . id6pontja elétt, —54,2+1,7 mV-os
membranpotencial-értéken, mig az lx; 1 ms-mal a Vo, utan, -58,3+0,6 mV-
on érte el maximumat. Megfigyeléseink alapjan tehat valdszinl, hogy az Ik,
felgyorsitja a repolarizacié végsé szakaszat, és ezzel mintegy ,triggereli” az lk;
aramot. Az a sz(k membranpotencial-tartomany, ahol az lx, és Ik elérte
maximumat szintén azt sugallja, hogy a két aram aktivalédasat inkabb a
membranpotencial irdnyitja, mint valamely id6fliggé tényez6. A repolarizaciéd
végs6é fazisanak ezzel a pozitiv visszacsatolasi mechanizmusaval
6sszhangban a repolarizacié legnagyobb sebességének iddpillanataban a
nettd6 membranaram mintegy egynegyedét az Ik, a fennmaradd
haromnegyedét pedig az Ix; szolgaltatta. Az lx; aram maximalis értéke és a
V™ hax kK6z6tti korrelacié alapjan kijelenthetjik, hogy a repolarizacié legnagyobb
sebességét elsésorban az I, hatarozza meg kutya kamrai szivizomsejteken.

Erdekes médon azonban nem taldltunk &sszefliggést egyetlen altalunk
vizsgalt ionaramok nagysaga és az akciés potencial hosszusaga kdzott, ami
tébbféle moédon magyarazhatd. Egyrészt valdszinl, hogy a repolarizacio
kezdetét nem egyetlen iondram, hanem a plateau fazis soran folyé ionaramok
elektromos egyensulya egylttesen hatarozza meg. Masrészt a plateau fazis
sordn és a repolarizacio kezdetekor folyhatnak olyan aramok, melyek
csatornafehérjéit molekularis biolégiai mddszerekkel mar kimutattak a
szivizomsejtek membranjdban, azonban ezeket elektrofiziologiai szempontbdl
még mind a mai napig nem sikerUlt kelléen jellemezni (példaul transzmembran

klorid aramok).
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Bar a harom altalunk vizsgalt iondram altal szallitott téltésmennyiség
hasonl6 nagysagrendl volt (l,: 29,725 fC/pF; Ik 57,6%6,7 fC/pF; Ik:
61,616,2 fC/pF), az akciés potenciadl soran jatszott szerepilk jelentésen
kUlonb6zbnek tlnik.

Megfigyeléseink szerint a vizsgalt aramok az akcidés potencial soran
egymast koévetéen aktivalodnak, és az akcidés potencial eltéré részein
biztositjak a kifelé iranyuld, repolarizalé6 aramot. Eredményeink alapjan az |, a
korai repolarizacié soran, az lx, a platdé fazis kézepétdl kezdédéen a végséd
repolarizacio triggereléséig, az Ix; pedig a repolarizacio teljessé tételében
jatszik szerepet.

Az |, az akciés potencial felszalld szara utdn gyorsan aktivalodik és a
plateau fazis legelején aktiv, és meghatdrozza a korai repolarizacié
kialakulasat. Mivel azonban gyorsan, 7,4 ms-os id6éallandéval lecseng, szinte
kizarhato, hogy a végsoé repolarizaciéban az |, barmilyen szerepet is jatszana.
Hasonldé megfontolas alapjan nem val6szini, hogy az |, befolyasolhatna az
akcids potencial hosszat. Sun és munkatarsai is erre vilagitottak ra elegans
dinamikus clamp kisérletsorozatukban. Vizsgalataik sordn kutya bal
kamrajabdl szarmazd subendocardialis sejtekbe ,illesztették” az I, aramot,
amely kovetkeztében a sejteken megjelent a subepicardialis myocytakra
jellemzé ,tiske és dom” akcids potencial morfoldgia, &m az akcids potencialok
hossziusaga nem valtozott. A fenti megfontolasok miatt az |, késobi
repolarizacioban betéltétt szerepét nem elemeztik tovabb.

A kés6i egyeniranyité kdaliumaram lassu komponensének (lks) akcids
potencial clamp technikaval térténé megitélésére vonatkozd kisérleteink
technikai nehézségek miatt nem hoztak megfeleléen értelmezheté eredményt.
Az aram kicsiny amplituddja, amely a kisérleti elrendezés zajszintjének
minddssze 3-szorosa volt, nem tette lehetévé az aram akciés potencial alatti
lefutasanak preciz megitélését, emiatt — a tébbi kaliumarammal ellentétben
— az lks-t nem jellemeztik akcids potencial clamp kérilmények kézott végzett
kisérletsorozatunkban.
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Az Ik és ks dramokra vonatkozdan azt lattuk, hogy a plateau fazis kézepén
foly6 netté transzmembran aram (l,=C,,*"dU/dt) kézel azonos az ugyanekkor
mérhetd Ik, és lx; aramok dsszegével. Ez valészinlileg nem azt jelenti, hogy
ekkor nem folyik mas ionaram, hanem azt, hogy a tébbi ekkor jelen levé kifelé
és befelé iranyuld aram nagyjabdl kiegyenliti egymast.

Az akcibés potencial clamp kisérletek soran j6l megjelenithetéek az egyes
ionaramok akciés potencial alatt folyé tényleges profiljai, amennyiben egy
megfeleléen szelektiv gatlészer all rendelkezésiinkre, amellyel teljes gatlas
elérhetd. Mindkét kévetelménynek azonban kizarélag az Ik, gatlasara hasznalt
E-4031 felelt meg az altalunk alkalmazott szerek kozll. Sajnos sem a
4-aminopyridin, sem a BaCl, nem teljesen specifikus abban a
koncentracidban, amely mar teljes Iy, illetve Ix; gatlast okoz.

llyen esetben a legjobb stratégia, ha alacsonyabb, még éppen szelektivnhek
itélt koncentraciok alkalmazasaval elkerlljik az egyéb aramokkal toérténd
kontamin&ciét, mint ahogy azt a jelen kisérletek soran is lathattuk. 50 uM
BaCl, az lx; 88 %-at gatolja —58 mV-os membranpotencialon, ott, ahol mi az
aram csucseértékét észleltik a repolarizacié soran. Az I, gatlé 4-aminopyridint
1 mM-os koncentracidban hasznéltuk, mely nagyjabdl 70 %-os gatlast okoz.
Emiatt ha a tényleges aramértékeket szeretnénk tudni, az I, esetén nagyjabdl
1,14-szoros, mig az lx; esetén mintegy 1,43-szoros szorzéfaktort kell
alkalmaznunk. Méréseink alapjan a 4-aminopyridin 1 mM-os koncentraciéban
elég szelektiv, mivel a 4-aminopyridin-érzékeny aram diagramjan a plateau
fazis kezdete utdn végig nulla aram folyt, tehat 1 mM 4-aminopyridin nem
befolydsolta az akcidés potencial végsé repolarizacidja soran maximumot
mutato lk., illetve lxy aramot.

Az akcibés potencial hosszusaganak frekvenciafliggé tulajdonsaga régoéta
foglalkoztatja az elektrofiziolégidval foglalkoz6 kutatdkat. A frekvenciafliggd
sajatsagokat legtdbbszdér az akciés potencialt kialakitd ionaramok
frekvenciafliggésével probaljak magyarazni. Eredményeink szerint sem az ly,
sem az lx; nem volt frekvenciafliggé az altalunk vizsgalt 0,2 Hz—1,66 Hz-es

tartomanyban. Ez nem meglepd az lx; vonatkozasdban, am az Ik, lassu
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deaktivacios kinetikaja alapjan joggal feltételezték, hogy ez az ionaram
hozzajarul az akciés potencial gyorsabb ingerlés soran tapasztalt
révidiléséhez. Sajat kisérleteink alapjan azonban azt a kdvetkeztetést kell
levonnunk, hogy — lassu deaktivacidja ellenére — az I, nem akkumulalédik.
Ezt azért jelenthetjik ki, mert az lx, farokaramok amplitiddja nem fliggétt a
farokaram aktivalasahoz kézvetlenll felhasznalt impulzus és az azt megel6z6
depolarizalé jel kozétti iddintervallumtdl. Feltehetéen az okozza az Ik,
nyitvamaradé K,11.1 csatornak bezarulnak a kdévetkezd akciés potencial
felszall6 szara alatt.

Korabbi K,11.1 csatorndkat expresszaldé HEK sejteken végzett
megfigyelések alapjan az Ik, tag ingerlési frekvencia tartomanyban sem
mutatott  frekvenciaflggést.  Kutyasziv bal kamrajabdl szarmazé
subendocardialis cardiomyocytakon Hua és munkatarsai sem tudtak kimutatni
szignifikans frekvenciafliggd valtozasokat az lx, vonatkozasaban 2 Hz-nél
lassabb ingerlés esetén, am 3,3 Hz-nél gyorsabb ingerlés soran az I,
maximalis értéke csdkkent, mig a diastole soran folyo Ik, esetén ndvekedést
tapasztaltak.

Az g, farokdramok kapcsan is kimutattak, hogy nagyobb ingerlési
frekvencidn mddosulnak, am ezek a valtozasok 0,3 s-on beliil visszaalltak az
eredeti értékre. Mindezek az adatok arra utalnak, hogy az akciés potencialok
hosszusaganak frekvenciaflggd valtozasaért nem az lx, vagy az lg;, hanem
mas ionaram(ok) tulajdonsagaiban bekévetkezé valtozasok tehetdk feleléssé.

Osszességében megallapithatjuk, hogy a jelen kisérleteink szerint sem az
lk,, S€EM az lx; nem mutatott frekvenciafliggé valtozast 0,2—1,66 Hz-es ingerlés
soran. Ez azt jelenti, hogy ennek a két ionaramnak — az l,-val és az Ixs-sel
egyutt — csekély lehetésége lehet a kamrai munkaizomsejtek akcids potencial
hosszusaganak befolyasoldsaban normal vagy alacsony szivfrekvenciak

esetén.
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Il. Az Ik hozzajarulasa a repolarizaciohoz

A szakirodalomban mindmaig vitatott kérdés, hogy az Ixs hozzajarul-e, és
ha igen, akkor mennyiben a kutya kamrai myocytak repolarizaciéjahoz. Tébb
tanulmany eredménye szerint az lxs normal kérilmények kdzoétt nem vesz
részt a kutya kamrai szivizomsejtek repolarizaciojaban, melyet az aram
tulsdgosan lassu aktivacidjaval és viszonylag gyors deaktivaciojaval
magyaraznak. Sajat eredményeink alapjan azonban arra a kdvetkeztetésre
jutottunk, hogy az Ik fiziologias kérilmények kdzoétt is hozzajarul a kutya bal
kamrai szivizomsejtek repolarizaciojahoz. Ezt az alapjan jelenthetjik ki, hogy a
chromanol — bar kismértékli, de — statisztikailag szignifikdns akcids
potencialt nyQjté hatassal birt kisérleteink soran 0,5 Hz-nél nagyobb ingerlési
frekvenciakat alkalmazva.

Kimutattuk tovabba, hogy az Iks repolarizacibban valdé részvételét
elsésorban a plateau fazis magassaga (membranpotencialértéke) hatarozza
meg. Alatamasztottuk a chromanol akciés potencial hosszusagot ndéveld
hatasanak feler6s6dését isoproterenol illetve E-4031 jelenlétében, mely
megerdsiti néhany korabbi vizsgalat eredmeényeit.

Az lks normal kamrai repolarizaciohoz t6rténd hozzajarulasat vitatd
tanulmanyok mindegyikében szintén megfigyelték az lxs gatlasara alkalmazott
szerek (chromanol-293B, HMR-1556, és L-735,821) akciés potencial nyujtd
hatasat, azonban ezt a hatast a szerz6k nem talaltdk szignifikdnsnak. Az
altalunk elvégzett mérések alapjdn ez az akcidés potencialt nyujtdé hatas
szignifikdnsnak bizonyult, bar kétségtelen, hogy mindéssze 9,2+3,5 ms volt az
APDy, esetén. Masrészt viszont barmely, a plateau fazis magassagat néveld
beavatkozas (isoproterenollal, illetve E-4031-gyel t6rténd elékezelés, valamint
befelé irdnyuld6 aramimpulzusok alkalmazdsa) drdmaian megnévelte a
chromanol A4ltal okozott akciés potencidl hosszabbodast. Ezeket az
eredményeket alatdmasztottuk matematikai szimulacidkkal is, melyek alapjan
a plateau amplitudojat 72 mV-rél 107 mV-ra névelve (ami —80 mV-os nyugalmi

membranpotencialt feltételezve abszolut értékben -8 mV-r6l +27 mV-ra
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névelné a plateau magassagat) megkdzelitbleg négyszeres ndvekedeést
tapasztaltunk az Ixs aram maximumértékében. A plateau magasaganak
valtozasa tehat az lxs feszlltségfliggb aktivalédasat befolyasolja, és ez
megmagyarazhatjia a témakdrben fellelhetd vizsgalatok oly eltérd
kdvetkeztetéseit. Igy példaul egy tengerimalac kamrai szivizomsejtben a
plateau abszolut potencidlja akar +30 mV-nédl is nagyobb lehet, mig kutya
Purkinje sejtekben ugyanez az érték akar a negativ feszliltségtartomanyba is
eshet. Ennek megfeleléen az el6bb emlitett két preparatum esetén jelentés
kilénbségeket tapasztaltak Ixs gatlészerek alkalmazasa soran. Mig Bosch és
munkatarsai az Ixs gatlas kifejezett akciés potencial hosszusagot ndéveld
hatdsat irtdk le tengerimalac kamrai sejteken, addig Varré és munkatarsai
kutya Purkinje sejteken gyakorlatiiag nem tapasztaltak akciés potencial
hosszusag valtozast. Sajat, kutya kamrai munkaizomsejteken végzett
kisérleteink soran a plateau potencial +10 mV kérnyékén volt, ami jol
magyarazza a chromanol altal kifejtett szignifikans, am mérsékelt akcios
potencialt nyujté hatast. Nakashima és munkatarsai szintén hasonlé
kbvetkeztetésre jutottak, ugyanis B-adrenerg receptor gatlas alkalmazasa és
az lgs egyideji gatlasanak hatasara elhiz6d6 kamrai repolarizacioét figyeltek
meg.

A chromanol &ltal indukdlt APD nyujtas és a plateau fazis magassaga
kdz6tti j6 korrelacidval szemben szinte semmi dsszefliggés nem mutatkozott a
chromanol akciés potencialt meghosszabbité hatasa és az APDgs k6z06tt. Ez
latszélag ellentétes a matematikai modell segitségével kapott linearis
Osszefliggéssel.

Az ellentmondast azzal tudjuk feloldani, ha meggondoljuk, hogy az in vitro
kisérletek soran kismértékben bar, de kétségtelenlil ingadozott mind az akcios
potencialok hossza, mind az akciés potencidlok plateau fazisainak
amplitudoja. Ezzel szemben az in silico modellezés soran kizarélag az akcios
potencial egyik paraméterét valtoztattuk. igy ha elfogadjuk az in silico
kisérletek alapjan kapott 6sszefliggéseket, az bizonyos, hogy az APDgys és az
lks amplitiddja kdzotti korreldciot sokkal nehezebb lesz in vitro kimutatni az
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Osszefliggés kisebb meredeksége miatt. Ez tehat azt jelenti, hogy az APDgs és
az lgs amplitiddja kozott lehet 6sszefliggés, de elképzelhetd, hogy a
szivizomsejtek plateau fazis magassaganak véletlenszerl ingadozasa miatt az
altalunk elvégzett in vitro kisérletek ezt az Osszefliggést nem tudtak
megjeleniteni.

Varré és munkatarsai a chromanol altal okozott akciés potencial nyulas
feler6sddését figyelték meg, amennyiben az akcids potencialt el6zéleg veratrin
vagy E-4031 elbkezeléssel hosszabbitottdak meg, igy sejtetve az akcids
potencial eredeti hosszanak szerepét a chromanol-indukalt nyujté hatasban.
Mivel azonban a veratrinr6l és az E-4031-rél is ismert, hogy névelik a plateau
fazis amplitddjat, nem zarhatjuk ki ennek szerepét sem a szerzék altal
megfigyelt chromanol-indukalt nyujté hatdsban. Az is emlitésre mélt6 tovabba,
hogy sajat kisérleteink soran a legkifejezettebb chromanol-indukalt akcios
potencial nyulast éppen E-4031 jelenlétében lattuk, annak ellenére, hogy az
E-4031 jéval kevésbé emelte a plateau magassagat, mint példaul az
isoproterenol. Ez a megfigyelés alatamaszthatjia az akciés potencial
hosszanak szerepét az Ixs aktivalasaban.

Figyelembe véve azonban az APDgys és a chromanol-indukalt APD névelés
kdz6tti gyenge korrelaciét, valészinlbbnek tinik, hogy az Ik gatlasa
megndvelte az lgs relativ hozzajaruldsat a repolarizacibhoz, és emiatt
hozhatott 1étre a chromanol olyan kifejezett akcids potencial nyulast E-4031
jelenlétében. Ennek értelmében az lxs — ha nem is jarul hozza olyan
jelentésen a normal kérGlmények kdzo6tti repolarizacidban — mintegy
srepolarizaciés tartalékot” képez, ahogy azt mar tébb kbézlemény is felvetette.
Tehat ha a repolarizacio6 tulzottan elhizddna, az Ixs méar elegendd mértékben
aktivdlodhat ahhoz, hogy megréviditse az akcidos potencialt. Emiatt
valészinUsithetjik, hogy a chromanol altal indukalt akciés potencial nyulas
jelentékenyebb lesz barmely olyan allapotban, amikor a repolarizaciés tartalék
csoOkkent.

Hasonlé logikaval lathaté be a chromanol altal indukéalt akciés potencial

nyulas forditott frekvenciafliggése is. Rocchetti és munkatarsai tengerimalac
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ezért felvetették az Ik, repolarizacioban jatszott jelentésebb szerepét gyorsabb
szivm(ikddés esetén. Sajat, kutya kamrai myocytakon nyert adataink azonban
ennek ellentmondanak, ugyanis az lx, nem volt frekvenciafliggbé az altalunk
vizsgalt 0,2 Hz—1,66 Hz-es tartomanyban. Mivel az Ixs 500 ms-nal nagyobb
ciklushosszok esetén nem akkumulalédik kutya kamrai myocytakban, igy az
lks-nek szintén megkérddjelezheté a szerepe a nagyobb szivfrekvenciakon
tapasztalt rovidebb akcids potencialok kialakitdsaban.

Mivel a szivizomsejtek akcids potencialjanak kialakitasaban sok befelé és
kifelé iranyuld aram egylttesen vesz részt, ezért barmely, a plateau fazis
magassaganak ndvelését okozé manipulacié bizonyosan tébb, a
repolarizacidban szerepet jatszd ionaram tulajdonsagait is megvaltoztatja. A
kés6i egyeniranyitd kaliumaram komponenseinek (lk;, lks) ndvelésén kival
példaul egyidejlileg az L-tipusu kalciumcsatorndkon keresztll lejatszddéd
kalciumbelépés hajtdereje is csbkken a plateau fazis potencialjanak
ndvekedésével. igy az lcaL CSOkkenése miatt kisebb befelé iranyuld aram
folyik, ami szlkségszerlien a netté ionaramot eltolja a kifelé iranyuld6 aramok
irdnyaba. A kifelé iranyul6 aramok kifejezettebbé valdsa pedig megndveli a
repolarizacios rezervet. Ennek épp az ellenkezbje véarhatd isoproterenol
jelenlétében, ugyanis B-adrenerg hatas sordn a kalciumaram jelentésen
ndvekszik. Ezeken kivil még tdbb mas ionaram tulajdonsagai is fligghetnek a
plateau fazis magassagatél, amiket figyelembe véve tovdbb mddosulhat a

korabbi, kizardlag az Ixs szerepére koncentral6 értékelés.

II.1. Klinikai vonatkozasok

Az lxs aramot szelektiven gatlé anyagok (példaul az altalunk is alkalmazott
chromanol-293B) fejlesztéséhez nagy reményeket fliztek, mert Ugy gondoltak,
hogy kevésbé kifejezett az arrhythmogén hatasuk, mint az lx, gatlészereinek.
Ezt az elképzelést arra alapoztak, hogy az lxs gatlészereinek hatasaban talan
kevésbé nyilvanul meg a klinikai szempontbol igen kedvezétlen forditott

frekvenciafliggé tulajdonsag, ami a tisztan Ix-t blokkol6 anyagokat egytdl-
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egyig jellemzi. Azonban az altalunk végzett kisérletekb6l — sok mas, hasonlé
eredményt felmutatd vizsgalattal egyltt — az derdl ki, hogy a helyzet nem
egészen felel meg a fenti optimista varakozasoknak.

A jelen tanulmanyban a chromanol hatasat két, f6ként kéros esetekben
fennall6 allapotban is teszteltlik. Az isoproterenolt alacsony koncentracidban
(2nM) alkalmazva a fokozott szimpatikus ténushoz hasonld kérnyezetet
igyekeztlink teremteni. A szimpatikus tonus ndvekedése megfigyelhetd tébb
kardiolégiai korallapotban is, igy példaul a magasvernyomas-betegség, az
angina pectoris, vagy éppen a szivinfarktus. Eredményeink azt mutattak, hogy
a chromanol akciés potencidlt nyujté hatdsa (ami tulajdonképpen az elvart lll.
osztalyu antiarrhythmias mikdodés) jelentésen kifejezettebb volt isoproterenol
jelenlétében. Ez a tény — az Ixs normal repolarizacioé soran jatszott alarendelt
szerepe ellenére — annak a lehetdségét vetiti elére, hogy in vivo jelentésen
nagyobb mértékl akciés potencial nyujtd hatdsa lehet a chromanolnak,
kGlondsképp fokozott szimpatikus tonussal jaré esetekben. Ehhez hasonlé
kdvetkeztetésre jutottak Volders és munkatarsai, valamint Jost és munkatarsai
kutya, illetve human kamraizomzatot tanulmanyozva. Ezzel a megallapitassal
vitaba lehet szallni, mondvan, hogy az lxs gatldsa mégis hasznos lehet
klinikailag, mert a nagyobb szimpatikus izgalom 6énmagaban is réviditi az
akcios potencialt, amit az Ixs gatlas csak ellensulyoz, és igy meghosszabbitja
a refrakter periddust. Bar az Ixs gatlok valdban csdkkentették a repolarizacié
diszperzidjat szivelégtelenségben szenvedd kutya modellekben, am az Ik
gatlészereit B-adrenerg stimulaciét kovetéen alkalmazva az akciés potencialok
hosszusaganak heterogenitasat és kdvetkezményes arrhythmiak kialakulasat
irtak le.

Az Ik, géatld E-4031 alkalmazédsaval a csbkkent repolarizaciés tartaléku
kamraizomzat modellezése volt a célunk. A repolarizacids rezerv csfkkenését
hosszu QT szindrémak), és szerzett kérkép (elektrolitzavarok, gydgyszerek
mellékhatasa) is okozhatja. A helyzetet bonyolitja, hogy a csdkkent

repolarizacios tartalék sokszor rejtett marad, és — példaul egy tovabbi
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repolarizalé iondaramot (terapias céllal, vagy mellékhatasként) gatlé gyogyszer
adasa soran — csak egy manifeszt ritmuszavar kdvetkeztében derdl ra fény.
Az egyébként is csdkkent repolarizacidés rezervet tovabb ronthatjak az Ik
gatlészerei, igy dramaian megndvelve a torsade de pointes tipusu arrhythmiak
kialakulasanak lehetéségét. Amennyiben az lxs blokad alacsony szivfrekvencia
esetén, vagy a szimpatikus aktivitds névekedésekor (esetleg részlegesen mar
egyébként is gatolt I, mellett) kovetkezik be, az arrhythmiak Iétrejbtte, és igy a
végzetes kimenetel is mind valdszinlibbé valik. Ezek alapjan mi agy véljik,
hogy az Ixs gatlasa jelentés proarrhytmias veszélyt rejthet magaban.
Osszegzésil tehat elmondhatjuk, hogy az Iks gatlas, mint kezelési lehetdség
inkabb tlnik karosnak, mint hasznosnak, jollehet a donté klinikai vizsgalatok

még tisztazhatjak az lxs gatlasanak terapias hasznat.

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

Korabban lattuk, hogy az Ixs aramot — féként kis amplitidéja miatt — nem
tudtuk megbizhatbéan jellemezni akciés potenciél clamp kérilmények kdzott.
Ezért megvizsgaltuk, hogy egy ks aktivator molekulaval (L-364,373) fel tudjuk-
e ugy erdsiteni a vizsgalni kivant aramot, hogy az lehetévé tegye az akcios
potencial clamp technika segitségével térténd merést.

A kisérletsorozat legfébb kévetkeztetése az volt, hogy az L-364,373 anyag
még 3 uM-os koncentracidban sem ndvelte az Ixs aramot kutya kamrai
myocytakon. Ez éles ellentétben all a kordbbi, nyul, illetve tengerimalac
preparatumokon tapasztaltakkal, ahol az L-364,373 mar 0,1-1 yM-os
koncentracidban is jelentésen ndvelte az lxs aramot azéltal, hogy az aram
aktivaciojanak feszulltségfliggését negativabb membranpotencialok felé tolta.
igy az L-364,373 molekulat a tovabbiakban nem tudtuk felhasznalni az Ik
felerdsitésére a tervezett akcids potencial clamp mérésekhez.

Az szamunkra sem tisztazédott még, hogy mi lehet annak a molekularis
hattere, hogy az L-364,373 nem aktivalja az lxs aramot. A mefénaminsavrol
kimutattak, hogy kizarolag akkor névelte az Is-t, ha az aramot létrehozé

csatorna pérusformald a alegységét (K,7.1, KCNQ1) a szabalyozasért felelés
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B alegységgel (MinK, KCNE1) egyltt expresszéltattak. Ezekkel a
megfigyelésekkel ellentétben az L-364,373 anyag a heteromultimer csatorna
Osszeszerel6dését lehetéve tevd, KCNQ1 és KCNE1 gént is tartalmazo
expresszids rendszerben nem mutatkozott hatdsos Ixs aktivatornak. Bar mind
a mefénaminsav, mind az L-364,373 a pérusformélé K,7.1 alegységhez
k6todik, a két kilonbdzé kétéhelyet masképp befolydsolja a MinK-val térténé
kapcsolédas. Emiatt a fajok kozoétti eltér6 K,7.1/MinK arany talan
magyarazhatja az altalunk kapott eredményeket. Ugyanerre mutatnak a
kordbban mar emlitett nyulbdl, illetve tengerimalcbdl szarmazd L-364,373
anyagra vonatkozé megfigyelések is. Salata és munkatarsai 0,1 uM L-364,373
jelenlétében az Ixs amplitidojdnak neégyszeres ndvekedését észlelték
tengerimalacban, a maximalis aktivalé hatas (1 uM esetén) pedig mintegy
tizendtszorésnek (!) adddott. Ezzel ellentétben nydl prepardtumokon a 1 yM
L-364,373 sokkal gyengébb hatasat tapasztaltdk, igy ennél kisebb
koncentraciokat nem is alkalmaztak. Az a lehetéség, hogy az L-364,373 nem
koétédne a K,7.1 fehérjéhez kutya szivizomsejteken eredményeink alapjan
kizarhatd, hiszen mind az L-364,373, mind a mefénaminsav megndvelte az lxs
deaktivacios id6allandojat a jelen kisérleti elrendezésben.

Eredményeink alapjan kijelenthetjik, hogy az L-364,373 human
gybégyaszatban t6rténd felhasznaldsa az eddig rendelkezésre all6 adatok
alapjan igencsak megkérddjelezheté. Az biztos azonban, hogy a ragcsald
modellek nem alkalmasak a szer potencialis terapids hasznanak megitélésére.
Elképzelhet6, hogy — az emlds fajok kdzétti jelentés elektrofizioldgiai
kildbnbségek megléte miatt — az Ixs aktivatorok human preparatumokon

térténd vizsgalata is szilkségessé valhat a késébbiekben.
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