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BEVEZETES

A kés61 kaliumaram elsOdleges szerepet jatszik a szivizom akcids
potencidljanak repolarizaciéjaban. Az aramot létrehozo csatornafehérjék
szerkezetének megvaltozasa vagy farmakologiai befolyasolasa az aram- és igy
az akcios potencial hosszdnak megvaltozasdhoz ¢s aritmiak kialakuldsahoz
vezethet (velesziiletett és  szerzett long-QT  szindromaban, kamrai
tachycardidban és torsades de pointes kamrai tachycardidban). Az igy 1étrej6vo
aritmidk minden eldjel nélkill, gyakran fiatalkorban jelentkezhetnek, igy
kiemelkedd szerepiik lehet a hirtelen szivhalal fellépésében. A késdi kaliuméaram
lasstt komponensérdl (Ixs) szamos emldsfa) szivizomsejtjein kimutattak, hogy -
adrenerg stimulacio hatisara nd az dram amplitidoja, azonban az ezen aram
gyors komponensére (Ix,) vonatkozo irodalmi adatok ellentmondasosak.

Meéréseink soran izoproterenol alkalmazdsaval aktivaltuk a [-adrenerg
receptorokat, els6ként a kovetkezményes dram-amplituddé valtozasokat
vizsgaltuk. Munkank kovetkezd 1épéseként a P-adrenerg stimulacio
kozvetitéséért felelés P-adrenerg receptor-altipust kerestiik, specifikus
gatloszerek segitségével. A receptor azonositasat kovette a hozzajuk kapcsolddo
jelatviteli utvonalak azonositasa, ezen kisérletekben a PKA, EPAC és PKC
utvonal  érintettségét  vizsgaltuk. Ezeket a  kisérleteket  specifikus
enzimaktivatorok ¢s gatloszerek alkalmazasaval végeztik. Megvizsgaltuk,
egy-egy enzimaktivator vagy gatloszer jelenléte befolyasolja-e az izoproterenol
késéi kaliumaram-aktivald hatasat. A kapott eredményeket Osszegezve
kovetkeztettiink a vizsgalt Gitvonal érintettségére.

Szamos, a PKC utvonalat befolydsold gatloszerrdl ismert, hogy direkt
csatornahatasai is vannak. Annak érdekében, hogy a méréseink soran nyert
eredményekbdl megfeleld kovetkeztetést tudjunk levonni, szerettiik volna

kizarni az altalunk alkalmazott PKC gatloszerek direkt kaliumcsatorna gatlo



hatasat. Ezeket a méréseket hERG csatornakon végeztiik, melyeket HEK-293
sejtvonalon stabilan expresszaltattunk.

Megvizsgaltuk a B-adrenerg stimulacio Igsre kifejtett hatdsat is. Az
irodalombol jol ismert a B-adrenerg stimulacid Igs-t aktivald hatdsa, igy az
irodalmi  adatokkal megegyez6 adatainkat az alkalmazott modszer
helyességének igazolasara, onkontrollként hasznalhattuk.

Eredményeinket Osszegezve és az irodalmi adatokkal Gsszevetve komplex
képet alkottunk a kutya kamrai szivizomsejteken megjelend késéi kaliumaram-
komponensek [-adrenerg stimulacié altali szabalyozasarol. Eredményeink
ugyanakkor szamos kérdést is felvetettek: a késdbbiekben vizsgalni szeretnénk a
kés61 kaliumaram lasst és gyors komponensének PKA altali szabalyozasiban
megjelend kiillonbségek pontos molekuldris mechanizmusait, illetve keressiik a
kiilonb6z6 PKC gatldészerek esetén megjelend direkt ioncsatorna hatdsok

molekula szintli magyarazatat.

IRODALMI ATTEKINTES

A szivizomsejtek akcios potencidljat szamos ionaram finom 0sszjatéka alakitja
ki. Ezek az iondramok az akcids potencidl kiilonb6z6 fazisaiban aktivalodnak, és
kiilonb6zd hatassal birnak annak lefutdsara. A késdi egyeniranyitdo kaliumaram

(Ix) az akcids potencial repolarizacios fazisaban jatszik meghatarozo szerepet.

A késoi kaliumaramot 1étrehoz6 ioncsatorndk depolarizacié hatasara nyilnak
meg ¢€s negativabb fesziiltségértékek mellett meglehetdsen lassan zarulnak. A
csatorndkon keresztiilfolyd kaliumaram a fesziiltség és 1d6 fiiggvényében
valtozik. A késbéi kaliumaramot kinetikai- és egyeniranyitd tulajdonsagok,
gatloszer €érzékenység valamint intracellularis modulacio szempontjabol harom

komponensre bonthatjuk. Ezek az ultragyors komponens (Igx,), a gyors



komponens (Ix;) ¢és a lassi komponens (Ixs). Az &ramot létrehozo
csatornafehérjék szerkezetének megvaltozasa vagy farmakoldgiai befolydsolasa
az aram — ¢s igy az akcids potencidl hosszdnak megvaltozasdhoz és aritmiak
kialakulasahoz vezethet. Ezek koziil a legjellemzdébbek a long-QT szindrémak
kiilonb6z6 formai. Ezekben a betegségekben az akcids potencidl megnyuléasa
miatt fokozodik a korai utddepolarizaciok és a torsades de pointes kamrai
tachycardia kialakuldsdnak valészintisége, igy gyakrabban fordul eld hirtelen

szivhalal.

A késoi kaliumaram ultragyors komponense (Ix,,)

Humén pitvari szivizomsejteken kizarolag 4-aminopyridin érzékeny Ik,
mutathato ki, kamrai preparatumokon még nem igazoltak a jelenlétét. Gyorsan

aktivalodo K™ aram, mely nem, vagy csak nagyon lassan inaktivalodik.

A késoi kaliumaram lassi komponense (Ig;)

Az Ik, depolarizacid hatasara lassan aktivalodik €s nincs inaktiv allapota. Az
Ixs aramot foként K= ionok hordozzak, de a csatorna kevésbé szelektiv K
1onokra, mint az Ix, aramot 1étrehoz6 KCNH2 ioncsatorna. Irodalmi adatokbol
ismert, hogy B-adrenerg stimulacio hatdsara novekszik az dram amplitadoja és
megvaltoznak kinetikai paraméterei. A csatornat kodold gén mutécioja felelds a

long-QT szindroma 5. tipusanak (LQTS) kialakitasaért



A késoi kaliumaram gyors komponense (Ik,)

Az It 1étrehozo ioncsatorna a fesziiltségfiiggd K csatorndk eag csaladjanak
erg alcsaladjaba tartozik. Az Ix, depolarizacid hatasara gyorsan aktivalodik, az
aramjel idoébeli lefutdsa szaturdciot mutat az inaktivacid legcsekélyebb jele
nélkiil. Egészen a kozelmultig azt gondoltuk, hogy B-adrenerg stimuldcié nem
modositja az Ig.-t, Ujabb vizsgalatok sordn azonban a cAMP tobbféle modositd
hatasat is leirtdk. Expresszalt Kv11.1 csatorndkon kimutattdk, hogy a cAMP
csokkenti az Ig,-t egyrészt a csatornahoz kotdédve, masrészt a csatorna protein
kinaz A (PKA) medialt foszforilacigja altal. Hasonléak az eredmények
tengerimalac szivizomsejtek B-adrenerg stimulacidja esetén is. Ezzel ellentétben
allnak azok a tanulményok, melyekben a [-adrenerg stimulacido hatdsara
novekedett az Iy, amplitudoja. Ezt a szerzOk a B-adrenerg hatasra bekdvetkezd
intracellularis kalciumkoncentracié novekedés, és a kovetkezményes PKC

aktivalodas hatasanak tulajdonitottak.

A csatorndt kodoldo gén mutéacidja a long-QT szindroma 2. tipusat (LQT2)
okozhatja, mig a KCNE2 gén muticigja felelés a long-QT szindroma

6. tipusaért (LQT6).

A B-adrenerg stimulacio

Az adrenerg receptorok

Az adrenerg receptorok a sejtfelszini 7-transzmembran receptorok (7-TM-R)
csaladjaba tartoznak. Valamennyi 7-TM-receptor jelkozvetitési
mechanizmusdban ko6zos, hogy az agonista ligand megkotését kovetden a

jelkozvetités elsé 1épése a plazmamembran belsé felszinén elhelyezkedd



heterotrimer G-proteinek (Gofy- guanin nukleotid kot fehérje) valamelyik
tipusdnak az aktivdldsa. Az adrenerg receptorokat aminosavszerkezetiik ¢és
ligandaffinitasuk alapjan osztalyozhatjuk. Ezek szerint megkiilonboztethetiink

ay, oo, B1, P2 és Ps-adrenerg receptorokat.

Az adrenerg receptorokhoz kapcsolodo jelatviteli utvonalak

cAMP/PKA utvonal

Az utvonal Gy és Gi-fehérje kapcsolt receptorok ligandkotésével aktivalodik.
Ennek hatdsara a G-fehérjék o alegysége GTP kotott formaban aktivalja vagy
gatolja az adenilat-ciklazt. Az aktiv adenilat-ciklaz fokozza a sejt cAMP szintjét,
a cAMP PKA-hoz kotédve aktivalja azt. A PKA szédmos sejtfolyamatban,
tobbek kozott a génatirasban, sejtanyagcserében, a sejtciklus €s apoptozis
szabalyozasaban jatszik szerepet. Az aktivalatlan protein kindz A enzim négy
alegységbdl — két katalitikus (C) és két regulatorikus, homo- vagy heterodimert
alkotd6 (R) alegységbdl tevodik oOssze. A cAMP molekuldk kotésekor a
regulatorikus R-alegység dimerek disszocialnak a C-alegységekrdl, igy a
szabadda valo C-monomerek felszabadulnak a gatlas alol. A PKA enzimnek |
(PKA1) ¢és II (PKA2) tipusat kiilonithetjik el. A PKAl-et foként a
citoplazmaban, mig a PKA2-t kiilonb6zd sejtorganellumokhoz asszocidltan
talalhatjuk. Az AKAP fehérjék biztositjdk a PKA2 enzim célspecificitasat, az
igy kihorgonyzott PKA molekulak csak a kozeliikkben 1évd fehérjék miikodéseét

képesek befolydsolni, tobbek kozott fesziiltség-fiiggd ioncsatornakeét.



Az EPAC utvonal

A cAMP szint emelkedése a PKA-n kiviil mas célfehérjék mikodését is képes
befolyasolni. Ilyen fehérje példaul az EPAC. Az EPAC egy, a monomer G-
fehérjék GTP kotését fokozd GEF fehérje, ami segiti a monomer G-fehérjék
aktivacigjat. Az EPAC két izoformdjat irtdk le, az EPACI -et és EPAC2 -t.
Funkcioi koziil kiemelend6 az R-Ras és Rap1/RhoA aktivacigja, ezen keresztiil
a migracioban, sejtpolaritas kialakitdsaban, az integrinek miikodésében, a
sejtadhézidban €s sejtalak valtoztatdsaban betoltott szerepe. A Rapl-en keresztiil

aktivalja PLC-t, igy befolyasolhatja a PKC utvonalat is.

A PLC/PKC utvonal

crer

indul el. Az altaluk aktivalt fehérjék Gqa alegysége aktivalja foszfolipaz C—t,
amely IPs;-at és DAG-ot képez a sejtmembran foszfolipidjeibdl. Az IP; a
DAG-gal egyiitt kozvetleniil aktivalja a sejt PKC enzimeit, emellett ndveli az
keresztiil. A felszabadul6 kalcium szdmos sejtfunkcié szabalyozasaban szerepel,

ezen kiviil egyes PKC izoformak aktivatora.



CELKITUZES

Szdmos munkacsoport vizsgalta mind a cAMP/PKA, mind a PLC/PKC
utvonal hatasat az Ig-re. A kozolt adatok egymadasnak ellentmondoak és

speciesfiiggdek, ezért célkitlizéseink a kdvetkezOk voltak:

1. a P-adrenerg stimulacio hatdsanak vizsgalata kutya kamrai szivizomsejtek
késé1 kalium 4aramdnak gyors komponensére (Ix,) ¢és annak kinetikai

paramétereire
2. a hatés kozvetitéséért felelds receptor altipus azonositasa

3. a késéi kdlium aram gyors komponensének szabalyozasaban résztvevo

intracellularis jelatviteli utvonalak feltérképezése

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

csatorna gatlo hatasanak vizsgéalata HEK sejteken

5. Onkontrollként a B-adrenerg stimulaci6 kutya kamrai szivizomsejtek késoi
kalium aramanak lassiu komponensére (Ixs) kifejtett, az irodalombol mar ismert

aktivald hatasanak kimutatasa.

METODIKAK

Kutya bal kamrai szivizomsejtek izolalasa

Kisérleteinket kutyak szivének bal kamrajabol izolalt szivizomsejteken
végeztiikk. A sejteket ivarérett, kisérleti célra tenyésztett kutyak szivébdl nyertiik,

az anterograd szegment-perfizids technika alkalmazasaval. A mellkas



megnyitdsa utdn a szivet kiemeltiik, és a bal eliilsé leszall6 koronaria agat
kaniiladltuk. Ezen artéria vérellatasi teriiletének megfeleléen Langendorff
apparatus segitségével perfundaltuk a miokardiumot. A kimosasi fazist kovetéen
a preparatumot megkozelitleg 30 percig perfundaltuk kollagenazzal kiegészitett
,»emeésztd” JMM oldattal. Az emésztdoldattal torténd perfuzid végén a bal kamra
falanak midmiokardialis rétegét apro darabokra vagtuk, €s a szovetdarabokat
JMM oldatban szuszpendaltuk. A sejtszuszpenzidt tobbszor iilepitettiik, sziirtiik
Felhasznalasig a sejteket 14 °C-on taroltuk, Minimum Essential Medium Eagle

oldatban (pH=7,4).

Elektrofiziologiai mérések izolalt sejteken

Kisérleteink kezdetekor a szivizomsejteket 37 °C homérsékletli plexiliveg
mérokadba helyeztiik. A kadban levd szivizomsejteket Tyrode oldattal
perfundaltuk. A mérések soran ezeket az oldatokat egészitettiik ki a megfeleld
ioncsatorna-gatld szerekkel, illetve a vizsgalt jelatviteli ttvonalakat befolyasolo
drogokkal. A mérésekhez 1,5-2,5 MQ ellenallasu boroszilikat mikroelektrodakat
hasznéaltunk. A mérések soran pipetta hegyét a sejt felszinéhez érintve
nagyellenallasu kapcsolatot (1-10 GQ; un. ,,gigaseal”) hoztunk létre. A gigaseal
kialakuldsa utan attortiik at a pipetta hegye alatti membrandarabot az egészsejtes
elrendezés eléréséhez. Az elektrofizioldgiai mérések kivitelezéséhez Multiclamp
700A (Axon Instruments) erdsitdt hasznaltunk. A szamitdégépes vezérléshez és
adatgytijtéshez pClamp 9.0 szoftvert alkalmaztunk. Az erdsit6 és a szamitdgépes
szoftver kozotti kapcsolatot Digidata 1322 A/D-D/A  (Axon Instruments)

jelatalakitd teremtette meg.
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A szivizomsejteken mérheté ionaramokat farmakoldgiai és kinetikai
sajatsagaik alapjan kiilonitettiik el. Az aramgorbék analizise soran a farokaram

amplitaddjat mértiik.

Statisztikai elemzés

A kozolt adatok a kisérleti eredmények szamtani kozépértékei + a kozépérték
koriili standard hiba. A csoportok Osszehasonlitisa soran egy szempontos
variancia analizist, Student-féle kétmintas t-probat vagy onkontrollos t-probat
alkalmaztunk az adott statisztikai kérdéseknek megfeleléen. Az adatok kozotti
korrelaciok meghatarozasahoz linearis regressziot hasznaltuk. Az eltéréseket

p<0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.

EREDMENYEK

Az izoproterenol hatasa az Ig,-re

Elséként az izoproterenol kutya kamrai szivizomsejtek Ix,—jére kifejtett hatasat
vizsgaltuk. Az daramgorbék analizisekor a depolarizaldé impulzust kovetd
repolarizadcié soran kialakulo ugynevezett farokdramot tekintettiik Ig.-nek,
amplitidojat a nem inaktivaloddo komponenshez képest mértiink. Ezekben a
kisérletekben az izoproterenolt 1, 10, 100 és 1000 nM-os koncentracidban,
kumulativ modon alkalmaztuk. Egy-egy koncentraciét a teljes hatés
kifejlodéséig, mintegy 3-4 percig hasznaltunk. Azt tapasztaltuk, hogy az

1zoproterenol koncentracio fiiggd mdodon novelte az Ix,-t. A mért aramot tiszta
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Ix.~ként azonositottuk, mivel a 100 nM izoproterenol mellett alkalmazott
specifikus Iy, gatloszer (1 pM E-4031) a farokdramot eltiintette. 10 nM
izoproterenol 13+4 %-kal, 100 nM izoproterenol 33+8 %-kal, 1 mM
izoproterenol 34+5 %-kal novelte meg a farokdram denzitasat. A kiilonbség
10 nM-os koncentraciétdl kezdve szignifikdns volt (p<0,05, n=5). A kapott
adatokat Hill-egyenlettel illesztettik meg, az izoproterenol félhatasos
koncentracidja (ECsop) 13,63+2,47 nM-—nak adoédott, a Hill-koefficiens kozel
1 volt (1,19+0,27).

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 illesztve a félaktivacios fesziiltségek
(Vo5) kontroll esetben 5,6+0,9 mV-nak, mig 100 nM izoproterenol jelenlétében
-4,6+1,2 mV-nak adodtak (p<0,05, n=4).

Az izoproterenol hatismechanizmusa

Az irodalombdl ismert, hogy szivizomsejtek kalciumaramanak modosito
hatdsdt a [;-receptorok aktivalasan keresztiil fejti ki, azonban nem allt
rendelkezésiinkre adat arrél, hogy a B-adrenerg receptorok melyik altipusa
(B1, PB2) ¢érintett kutya kamrai szivizomsejtek kés6i kaliumdram gyors
komponensének szabalyozdsaban. A [;-adrenerg receptorok érintettségét
300 nM CGP-20712A segitségével vizsgaltuk, ami ebben a koncentracidoban
ezen receptorok specifikus gatloszere. Az Ix, mérését az aldbbiak szerint
végeztiikk: kontroll arammeérést kovetden a [j-receptorokat 300 nM
CGP-20712A-vel blokkoltuk, majd a gatlészer mellett 100 nM izoproterenolt is
tartalmaz6 oldattal perfundaltuk a sejteket. Megallapitottuk, hogy a
CGP-20712A nem befolyasolta az Ix, amplitudojat, azonban teljes mértékben

kivédte a 100 nM 1zoproterenol Ix,-t ndveld hatasat. Eredményeink alapjan arra

12



kovetkeztettiink, hogy az izoproterenol B;-receptorok aktivalasan keresztiil fejti
ki Ix, noveld hatasat, a P,-adrenerg receptorok valdsziniileg nem jatszanak

szerepet a hatds kozvetitésében.

A PKA modulacio hatasa az Ik,-re

Az irodalmi adatok alapjan azt feltételeztiik, hogy az izoproterenol Ig,-t ndveld
hatdsaban mind a PKA, mind a PKC jelatviteli utvonal szerepet jatszhat.
Elséként megvizsgaltuk, miként befolydsolja az aramot, ha a PKA utvonalat
receptor fiiggetlen modon, kozvetleniil aktivaljuk. Ezt a mérdoldathoz adott
3 uM forskolinnal, vagy intracellularisan, a pipetta-bels6 oldathoz adott
250 uM cAMP-vel, 250 uM 8-Br-cAMP-vel, vagy 100 uM 6-Bnz-cAMP-vel
teszteltiik. Kisérleteinkben a farokdram amplitadéja 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 4aramhoz
viszonyitva. Ez a ndvekedés csaknem azonos mértékii 100 nM izoproterenol

altal kivaltottal.

Mivel a cAMP nemcsak a PKA utvonalon keresztiil fejtheti ki hatasat, hanem
az EPAC aktivacigjaval 1is, ezért 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP segitségével
ellendriztiikk az EPAC utvonal esetleges érintettségét is. A pipetta-belsé oldathoz
adott 100 uM 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP hatésara az Iy, amplituddja nem valtozott
szignifikdnsan, 0,42+0,07 pA/pF-ot mértiink kontroll, 0,40+0,09 pA/pF-ot az
EPAC aktivator jelenlétében. Ez alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy az EPAC
B-receptorokon keresztiili aktivacidja nem vesz részt a késdi kaliumaram gyors

komponensének szabalyozasaban.
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gy

B-adrenerg receptorokat is aktivaltuk. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a
cAMP-vel el6kezelt sejtek kivételével az izoproterenol nem volt képes tovabb

novelni a farokaram amplitadojat.

A PKA utvonal aktivalasa mellett vizsgaltuk a PKA gatlas Ig,-re kifejtett
hatasat is. Erre 100 pM intracellularisan alkalmazott Rp-8-Br-cAMP-t
hasznaltunk. Kontroll kériilmények kozott a PKA gatlészer nem befolyésolta a
farokdram amplituddjat, azonban kivédte az izoproterenol aktivald hatasat.
Eredményeink alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az izoproterenol ;-adrenerg
receptorok aktivalasaval, PKA fiiggé6 mdédon ndveli az aramot, illetve hogy a

bazalis PKA aktivitds nem befolyasolja a késdi kaliumaram gyors komponensét.

A PKC modulacio hatasa az Ik,-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 specificitdsaban kiilonbozik. Kisérleteinkben
mind a chelerythrine, mind a GF109203X szignifikdnsan csokkentette az Iy,
amplitadojat. A gatloszerekkel torténd eldkezelést kovetden a PKC utvonalat
B-receptor fliggd modon, izoproterenol segitségével aktivaltuk. Azt tapasztaltuk,
hogy GF109203X jelenlétében az izoproterenol novelte az Iy, amplitadojat, ami
elmaradt azonban, ha chelerythrine-nel egyiitt alkalmaztuk. Ezen eredményeink
azt sugalljdk, hogy a PKA ftvonal B-adrenerg receptorokon keresztiili
aktivacioja mellett a PKC utvonal is hatékonyan részt vehet a késéi kaliumaram
gyors komponensének szabalyozasaban, illetve mar a nyugalmi PKC aktivitas is
jelentds hatdssal birhat az Ig,-re. Ismert azonban, hogy szdmos, a PKC utvonalat
befolyasold gatloszer direkt csatornahatédssal is rendelkezhet. Annak érdekében,

hogy a méréseink sordn nyert eredményekbdl megfeleld kovetkeztetést tudjunk
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levonni, ki kellett zarjuk az altalunk alkalmazott két PKC gatloszer direkt
kaliumcsatorna gatlo hatasat. Ezekhez a mérésekhez HEK-293 sejtvonalat
hasznéltunk, amelyen stabilan expresszaltattuk a hERG csatorndkat, azonban

nem tartalmazta a PKC ttvonal fehérjéit.

Megallapitottuk, hogy a méréoldathoz adott chelerythrine koncentracié fiiggd
modon gatolta az Ijgrg-et. A kapott adatokat Hill-egyenlettel illesztettiik, az
ECs értéke 0,11+0,01 uM-nak adodott, a Hill-koefficiens értéke 1,52+0,18 volt.
A chelerythrine modositotta az aram fesziiltség- ¢s 1dofliggd aktivacigjat is. A
félaktivacios fesziiltségek (Vos) kontroll esetben 0,6+2,7 mV-nak, mig
0,1 uM chelerythrine jelenlétében -12,64+3,7 mV-nak adodtak (p<0,05, n=4), az
aktivacio idéallanddja 247+19 ms-rol 14645 ms-ra csokkent (p<0,05, n=4).

A fenti eredmények arra utalnak, hogy a chelerythrine kozvetlen gatlo hatést
fejt ki a hERG csatorndkra és az Iy, gatlasért elsdésorban a chelerythrine

kozvetlen ioncsatorna hatdsa lehet a felelds, nem a PKC utvonal gatlasa.

Megvizsgaltuk a GF109203X kozvetlen Iy, gatldo hatasat is. Kisérleteinkben a
mérdoldathoz adott GF109203X a chelerythrine-hez hasonléan, koncentracio-
fliggd modon gatolta az Igrg aramot. A mért adatokat Hill-egyenlettel
illesztettiik, az ECsy értéke 0,76+0,04 uM volt, a Hill-koefficiens értéke
1,21£0,07-nek adodott. A chelerythrine-hez hasonléan a GF109203X is
modositotta az aram fesziiltség- ¢és i1dofiiggd aktivaciojat. A félaktivaciods
fesziiltségek (Vos) kontroll esetben 2,7+1,2 mV-nak, mig 1 uM GF109203X
jelenlétében —9,5+1,4 mV-nak adodtak (p<0,05, n=4), az aktivacié idéallandoja
301£57 ms-r6l 143+£22 ms-ra csokkent (p<0,05, n=4). A GF109203X a

chelerythrine-nel ellentétben szignifikansan lassitotta a csatornak deaktivacigjat.

15



A PKC kozvetlen gatlasanak hatasa az I, -re

Az ¢el6z6 kisérletek eredményei azt bizonyitjak, hogy mind a chelerythrine,
mind a GF109203X kozvetleniil is gatoljak a hERG csatornakat. A GF109203X
1 uM-os koncentracioban 60+4 % hERG gatlast okozott, mig a kisérletek soran
ugyanakkora koncentracioban 81+5 %-kal csokkentette az Iy, amplitidojat. Ez
felvetette annak a lehetdségét, hogy a GF109203X direkt csatornahatasa mellett
a PKC gatlasan keresztiil is csOkkentheti az Ix, amplitaddjat. Ennek eldontésére
a tovabbi mérések sordn 0,1 pM GF109203X hatasat vizsgaltuk. Ebben a
koncentracidban a szer kozvetlen ioncsatorna hatdsa elhanyagolhat6, mig PKC
gatlo hatdsa mar jelentds. Pozitiv kontrollként a PKC aktivator PMA-t
hasznaltuk. Eredményeink azt mutatjak, hogy sem a PKC utvonal gatldsa, sem
az utvonal aktivilasa nem befolyasolja jelentésen az Ix, amplitaddjat. A
normalizalt dram nagysaga alacsony intracellularis kalcium-koncentracidé mellett
0,1 uM GF109203X jelenlétében 7£3 %-kal, magas intracelluléaris kalcium-
koncentracié mellett 0,1 uM GF109203X jelenlétében 6+£3 %-kal valtozott. A
PKC 1tvonal aktivalasa 30 perc elteltével sem befolyasolta az dram

amplitadojat, értéke a kiindulasi amplitiddo 94+2%-a volt (N.S., p=4).

Az izoproterenol hatasa az Ig-re

Kisérleteink sordn az izoproterenol koncentracié fliggé modon novelte az Ik
amplitadojat. Az aramgorbék analizisekor a depolarizaldé impulzust kovetd
repolarizacio soran kialakuld tgynevezett farokaramot tekintettiik I -nek,
amplitidojat a nem inaktivdlodé komponenshez képest mértiink. Az
1zoproterenol hatdsa mintegy 3 perc alatt kialakult. A mért aramot tiszta Ix-ként

azonositottuk, mivel a 100 nM 1izoproterenol mellett alkalmazott specifikus Ik
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gatloszer (1 uM HMR-1556) jelenlétében a farokdram amplitidoja kozel
0 pA/pF-ra csokkent. Az izoproterenol hatdsa koncentraciofiiggének bizonyult,
az izoproterenol félhatasos koncentracidja 14,46+1,11 nM-nak adddott, a Hill-

koefficiens 0,84+0,04 volt.

A PKA modulacié hatasa az Ix.-re

A PKA utvonal Igs-re kifejtett hatdsat receptorfliggd és receptorfiiggetlen
modon vizsgaltuk. A PKA receptorfiiggetlen aktivalasahoz a sejteket 250 uM
8-Br-cAMP-vel kezeltiik. Megallapitottuk, hogy az irodalmi adatokkal
0sszhangban az Ix denzitasa 8-Br-cAMP jelenlétében a kontroll érték mintegy

haromszorosara novekedett.

A kovetkez6 méréssorozatban a PKA aktivator 8-Br-cAMP-vel tortént
elokezelés utan 10, majd 100 nM 1zoproterenollal aktivaltuk a p-adrenerg
receptorokat. Ilyen koriilmények kozott az izoproterenol méar nem volt képes
tovabbi aramnovekedést eldidézni. A PKA gatlés Ix-re kifejtett hatasat a pipetta
belsdoldatdhoz adott 100 pM Rp-8-Br-cAMP segitségével teszteltiik.
Kisérleteink soran az Rp-8-Br-cAMP jelenlétében szignifikdnsan csokkent a
farokaram denzitasa, 1,6+0,04 pA/pF-rol 0,5+0,09 pA/pF-ra (p<0,05, n=5). Ha a
PKA gétlasa mellett izoproterenollal aktivaltuk a B-adrenerg receptorokat azt
tapasztaltuk, hogy bar 100 uM Rp-8-Br-cAMP csokkentette az Ix,-t, de nem volt

képes kivédeni az izoproterenol I, aktivald hatésat.

A chelerythrine és GF-109203X hatasa az Ik,-re

A PKC tutvonalat az Iy, vizsgalatanal hasznalt szerekkel, 1 uM chelerytrine-nel

vagy 1 uM GF109203X-szel gatoltuk. Méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy
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sem a chelerythrine, sem a GF109203X nem befolyasolta szignifikdnsan az I

nagysagat.

A PKC-gatlo szerekkel tortént eldkezelés utan 10, majd 100 nM
izoproterenollal aktivaltuk a P-adrenerg receptorokat. Kisérleteink soran sem
1 uM chelerythrine, sem 1 pM GF109203X nem volt képes kivédeni az
izoproterenol Ixs noveld hatasat. Az izoproterenol hatasa teljes mértékben

reverzibilis volt.

Eredményeink arra utalnak, hogy az izoproterenol elsésorban a PKA
aktivalasan at fejtheti ki Ix, noveld hatasat. Nyugalmi koriilmények kozott a
kutya kamrai szivizomsejtek PKA tutvonala részben aktivalt és ezen keresztiil a

KCNQ csatorndk részben foszforilalt 4llapotban vannak.

MEGBESZELES

Jelen munkankban a B-adrenerg receptor agonista izoproterenol kutya kamrai
szivizomsejtek késoéi kaliumaramanak gyors (Ix,) €s lasst (Ixs) komponensére
kifejtett hatasait vizsgaltuk. Munkacsoportunk els6ként mutatta ki a B-adrenerg
stimulaci6 kutya kamrai szivizomsejtek késoi kaliumaramanak gyors
komponensére kifejtett aktivald hatdsat, aminek jelent6ségét az adja, hogy
fontos védekezé mechanizmus lehet az akcids potencidl hosszanak B-adrenerg

stimulacio alatti nyulasa, €s igy aritmidk kialakulésa ellen.

Eredményeink alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az izoproterenol
Bi-adrenerg receptorok aktivaldsaval, PKA filigg6 mdédon ndveli az aramot,
mivel mind a PKA utvonal aktivicidja, mind az utvonal gatldsa kivédte az
1zoproterenol altal kivaltott Iy, aktivalo hatast. Ezen eredményeink ellentétben

allnak azon irodalmi adatokkal, amelyek PKA aktivaciot kovetden az Ix, aram
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gatlasat irjak le oocytakon expresszalt hERG csatorndkon. Az eltérd
eredményekre az adhat magyarazatot, hogy az oocytdk expresszaltak ugyan a
hERG csatornakat, a csatorna jarulékos fehérjéit azonban nem. Hianyozhattak
tovabba ebbdl az expresszios rendszerbdl a PKA jelatviteli Gtvonal egyes elemei
1s, valamint az egyes fajok kozti izoenzim kiilonbségek is allhatnak az eltérd
eredmények hatterében.

Az Iy, a PKA jelatviteli Gtvonal aktivaciojan keresztiili szabalyozésat
kovetden aktivaltuk a [-adrenerg receptorokat. Azt tapasztaltuk, hogy a
receptorok aktivacioja nem volt képes az Ix, amplitiddjdnak tovabbi novelésére.
alkalmazasa — ellentétben a 8-Br-cAMP ¢s 6-Bnz-cAMP hasznalatadval — nem
volt képes kivédeni az izoproterenol aktivalé hatdsat. Ennek magyarazatat a
PKA-ioncsatorna komplex kompartmentalizacidja adhatja. Az enzim-
ioncsatorna komplex sejtmembranhoz asszocidlt formaban taldlhato, a PKA
aktivaciojdhoz elengedhetetlen a cAMP citoplazmabol a membranban 1évé
komplexhez jutisa. Ezt a sejtmembran kornyezetében talalhatd foszfodiészteraz
barrier akadalyozhatja meg, amely a pipettabdl kidiffunddlo cAMP-t még a
PKA-ioncsatorna komplexhez jutds eldtt részben elbonthatja. A barrier hatasa
viszont nem érvényesiil a PDE rezisztens cAMP formék (8-Br-cAMP ¢és
6-Bnz-cAMP) és a sejtmembranba az extracellularis tér iranyabol beoldodd

drogok esetén.

Méréseink eredménye Osszhangban all a Heath és Terrar altal leirttal,
kisérleteikben 10 nM izoproterenol 47 9%-kal novelte a tengerimalac
szivizomsejtek késdi kalium araméanak gyors komponensét. Heath és Terrar
azonban — a mi kisérletei elrendezésiinkkel ellentétben — nem gatoltdk az
L-tipusu kalcium aramot és nem pufferelték az intracellularis kalciumot, igy az

intracellularis kalcium koncentracido emelkedése aktivalhatta a konvencionalis
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PKC enzimet, ami felelos lehet az Ix, novekedéséért. Irodalmi adatok azonban
arrdl szdmolnak be, hogy a konvencionalis PKC utvonal thymelatoxinnal tortént
specifikus aktivacidja csokkenti az oocytdkban expresszalt ioncsatorndkon
atfolyo Iy, aramot. A sajat kisérleteink soran tapasztalt Iy, novekedés hatterében
a konvencionalis PKC utvonal aktivacidja valdszinlileg nem jatszott szerepet,
mivel az ionaramok mérése sordn a méréoldathoz adott 5 uM nifedipinnel teljes
mértékben gatoltuk az L-tipus kalcium dramot, s emellett a pipetta
toltdoldatdhoz adott 10 mM EGTA-val kotott allapotban tartottuk az

intracellularis kalcium ionokat.

A PKA vizsgélataval parhuzamosan az EPAC utvonal esetleges érintettségét
is tanulméanyoztuk. Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az
EPAC B-adrenerg receptorokon keresztiili aktivacioja valdszinlileg nem vesz

részt az Iy, szabalyozéasaban.

A B-adrenerg stimulacid Igs-re kifejtett aktivald hatdsa az irodalombol jol
ismert. Audigane €s munkatérsai nyul szivizomsejteken, Severi és munkatérsai
tengerimalac szivizomsejteken, Imredy €s munkatarsai human ioncsatornakon
mutatta ki a jelenséget. Az egybehangz6 irodalmi adatok alapjan valdszind,
hogy az Ixs noveld hatds kozvetitéséért a PKA utvonal a aktivacidja a felelds.
Ezen irodalmi adatok ismeretében vizsgaltuk a B-adrenerg stimuldcid hatasat
kutya kamrai szivizomsejtek kés6i kaliumaramédnak lassu komponensére.
A kisérleti elrendezés — az Ig/Ik, elklilonitésére hasznalt gatloszerek
kivételével — azonos volt az Ig-nél haszndlttal. Eredményeink irodalmi

adatokkal valo egyezése miatt ezeket a méréseket Onkontrollként hasznalhattuk.

Megallapitottuk, hogy a PKA kozvetlen aktivaldsan keresztiill megnovelt
Ikt az izoproterenol mar nem volt képes tovabb ndvelni. A PKA utvonal
gatldsa esetén jelentds kiilonbségek mutatkoztak az Iy, és Ixs kozott. A PKA
utvonal gatlasa nem befolydsolta az Iy, farokaram denzitasat, azonban jelentds

mértékben gatolta az Ix.-t. Ez alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a bazalis PKA
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aktivitds részben aktivalt A4llapotban tartja az Iy Iétrehozasaért felelds
ioncsatorndkat ugyanakkor nem befolyasolja az Ig,-t. Tovabbi kiilonbségeket
tapasztaltunk, ha a PKA gatldsat kovetden izoproterenollal aktivaltuk a
B-adrenerg receptorokat. I, esetén a PKA gatlasa teljes mértékben kivédte az
izoproterenol aktivald hatasat, mig Ix, esetén csupan csokkentette azt. Ezek
alapjan ugy tlnik, hogy a PKA utvonal részleges gatlasa is elegendd az
1zoproterenol Ig,-t aktivald hatdsanak elnyomdaséhoz, és a PKA aktivald hatasa
kozel sem olyan effektiv, mint Ix, esetén. A tapasztalt kiilonbségek
magyardzataként nem zarhatdé ki az a lehet6ség sem, hogy a kiilonbozo, a
csatornat aktivalo hatasok kivitelezéséért kiilonb6zo PKA izoenzimek feleldsek,
melyek eltérd gatloszer érzékenységet mutathatnak. Bar a B-adrenerg stimulacio
a késoi kaliumaram mindkét komponensét novelte, a PKA aktivacidjakor és
gatlasakor tapasztalt kiilonbségek pontos magyarazata tovabbi vizsgélatokat

igényel.

A PKC utvonal érintettségét két PKC gatloszer segitségével vizsgalatuk:
1 uM chelerythrine-t vagy 1 uM GF109203X-et alkalmaztunk. Méréseink soran
mindkét gatloszer szignifikdnsan csOkkentette az Ix, amplitaddjat. Szamos, a
PKC utvonalat befolyasolé gatloszerr6l ismert azonban, hogy direkt
csatornahatésai is vannak. A direkt csatorna gatlo hatas kizarasara a méréseket
megismételtiik HEK-293 sejteken expresszaltatott hERG csatorndkon is. Ezek a

sejtek ugyanis nem expresszaljak a PKC utvonal fehérjéit.

Megéllapitottuk, hogy mind a chelerythrine, mind a GF109203X
koncentraciofiiggd modon gatolta a hERG dramot. Eredményeink arra utalnak,
hogy az altalunk alkalmazott PKC gatloszerek kozvetlen hERG csatorna gatlo
hatassal birnak. Feltevésiinket aldtdmasztja a hatas kialakuldsi sebessége is,
nevezetesen az Igrg gatlo hatds mindkét szer jelenlétében néhany perc alatt
kialakult. Irodalmi adatok szerint a PKC utvonal aktivacidja vagy gatlasa

ugyanis ennek az idének tobbszorosét igényli. A GF109203X direkt hERG
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csatorna hatasa ugyan korabbr6l ismert, a chelerythrine hERG csatornara
kifejtett kozvetlen géatlé hatdsat viszont munkacsoportunk irta le elsdként. A
GF109203X alkalmazésaval kapott eredményeink gyakorlatilag megegyeznek a
Thomas ¢és munkatarsai altal 2004-ben publikalt adatokkal. A szer félhatasos
soran 1 uM GF109203X 69,4 %-os Ik, gatlast okozott, a tanulméany 69,2 %-r6l
ir. A nagymérvii hasonlosdg mellett kiillonbségek is adodtak. Thomas és
munkatarsai az Igrg kapuzési kinetikdjdban nem szamoltak be szignifikans
valtozasrol. Ezzel ellentétben mi azt tapasztaltuk, hogy 0,1 uM GF109203X az
Lierg fesziiltségfiiggését 12,2 mV-tal balra tolta. A mért kiilonbségek oka
jelenleg nem tisztdzott, a fajok kozti kiilonbségek mellett az eltérd metodika is

szerepet jatszhatott.

A PKC gatloszerekkel végzett kisérleteink arra utalnak, hogy ezek a
gatloszerek nem igazan alkalmasak PKC Ig,-t modulald hatdsanak felderitésére.
Ennek ellenére kisérleteink eredményei alapjan az alabbi megallapitast tehetjiik
a PKC utvonallal kapcsolatban: 0,1 uM koncentracioban a GF109203X mar
jelentdsen blokkolja a PKC enzimet, de ebben a koncentracioban nem
csokkentette kutya kamrai szivizomsejteken az Iy, amplitadojat. A PKC ttvonal
PMA segitségével torténd aktivalasa sem valtoztatta meg az Ix, amplitudojat.
Meéréseink eredményébdl arra kovetkeztethetiink, hogy kutydk kamrai
szivizomsejtjeiben a késoi kaliumaram gyors komponensének szabalyozdsaban a

PKC ttvonal valdsziniileg nem jatszik szerepet.

A megjelent kozlemények, melyek a PKC szerepét taglaljdk az Ik,
szabalyozdsaban, egymadasnak ellentmondoak ¢és jelentds fajok kozti
kiilonbségekrdl tanuskodnak. A PKC aktivacidja novelte példaul a tengerimalac
szivizomsejteken az Ig.-t, egér vagy patkany csatornafehérjéket expresszald
sejteken viszont az csokken az aram, ha PKC utvonalukat aktivaljuk. Sajat

méréseink soran az Igx,-hez hasonld eredményeket kaptunk: sem a chelerytrine,
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sem a GF109203X nem befolyasolta jelentdsen az Ix, farokdram amplitidogjat.
Kisérleteink sordn egyik gatloszer sem volt képes kivédeni az izoproterenol Iyt
noveld hatdsat. Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy kutydk
kamrai szivizomsejtjeiben a késéi kaliumaram lasst komponensének

szabalyozasaban a PKC utvonal valdsziniileg nem jatszik szerepet.

OSSZEFOGLALAS

Bevezetés: A késoi kdliumaram lassa komponensérdl (Ix) szdmos emldsfaj
szivizomsejtjein kimutattak, hogy B-adrenerg stimuldcio hatdsdra ndé az aram
amplitadoja, azonban ezen dram gyors komponensére (Ix,) vonatkozé irodalmi
adatok ellentmondasosak. Vizsgalataink sordan arra voltunk kivancsiak, hogy
miként befolyasolja a késoi kaliumaram komponenseit a -adrenerg stimulacio,
illetve a jelatviteli utvonalak — protein kindz A, protein kindz C — aktivaladsa

illetve gatlasa.

Anyagok és modszerek: Kisérleteinket kutya kamrai szivizomsejteken és
HEK-293 sejtekkel expresszaltatott hERG csatorndkon végeztik. A
membranaramokat  patch-clamp  technikdval  mértilk, egész  sejtes

konfiguracioban, 37°C hémérsékleten.

Eredmények: Megéllapitottuk, hogy az izoproterenol 30-50%-kal ndvelte az
Ik, amplitddojat, hasonldéan a forskolin alkalmazasdhoz, vagy intracellularisan
alkalmazott cAMP ¢és analogjainak (cAMP, 8-Br-cAMP, 6-Bnz-cAMP) a
hatasdhoz. A PKA utvonal Rp-8-Br-cAMP-vel tortént gatlasa nyugalmi
koriilmények kozott nem  befolydsolta az Iy, amplitaddjat, de a
Bi-adrenerg receptor gatldé CGP-20712A illetve a PKA gatlo6 Rp-8-Br-cAMP

teljes mértékben kivédte az izoproterenol Ik, noveld hatasat.
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Meéréseink soran az izoproterenol kozel haromszorosara ndvelte az I
amplitadojat. A PKA tutvonal gétlasa jelentdsen csokkentette az &ramot, azonban

nem védte ki az izoproterenol aktivald hatasat.

A PKC utvonal vizsgélata sordn megallapitottuk, hogy mind a chelerythrine,
mind a GF109203X szignifikdnsan csokkentették az Ix, amplitaddjat.
Expresszaltatott hERG csatornan végzett méréseink arra utalnak, hogy az
altalunk alkalmazott PKC gatloszerek kézvetlen hERG csatorna gétld hatassal
birnak ¢és sem a PKC utvonal gatldsa, sem az utvonal aktivdlasa nem
befolyésolja jelentdsen a késoi kaliumaram gyors komponensét. A chelerythrine
hERG csatornara kifejtett kozvetlen gatldé hatdsat munkacsoportunk irta le

elsoként.

Osszefoglalas: Megallapitottuk, hogy a pj-adrenerg stimulaci6 a PKA
utvonal aktivalasan keresztiil képes novelni kutya kamrai szivizomsejtek késoi
kaliumaramanak gyors és lassu komponensét. Az Iy, és Igs szabalyozasaban a
PKC 1tvonal valoszinlileg nem jatszik szerepet, illetve az alkalmazott PKC
gatloszerek kozvetlen ioncsatorna gatldé hatasuk miatt csak bizonyos

koriilmények kozott alkalmasak az ionaramok vizsgalatara.
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