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1. OSSZEFOGLALAS

A disszertacidban Osszefoglalt kutatdsok célja az volt, hogy kisérletes mddszerekkel
tanulmdnyozzuk a sziv iondramainak az akcids potencidl kialakitdsaban jatszott szerepét,
valamint a létrejott fesziiltségprofil ionaramokra gyakorolt moduldlé hatasat. Azt kivantuk
megérteni, hogy a kdzés kommunikacids kozegen, a membranpotencidlon keresztiil az egyes
iondaramok miként koordinaljak egymas miikddését. Azt is vizsgaltuk, hogy milyen mechanizmus
révén hangoljak 0Ossze az iondaramok a mikddésiket az akcids potencidl alakjanak
meghatarozasaban. Tanulmanyoztuk az iondramok szivciklus alatti aktivaciéjat, inaktivaciojat és
reaktivacidjat, valamint ezek lehetséges szerepét a normalis, vagy kéros akcids potencial
kialakitasaban. Vizsgaltuk, hogy egy adott iondram megvaltozott lefutdsa miként mdodositja az
akcids potencial alakjat, ezen keresztiil pedig a toébbi iondram mikodését.

A fentieken kivil elemeztiik az akcids potencial sziven beliili epicardialis-endocardialis,
illetve csucs-bazis irdnyld heterogenitasa mogott alld ionmechanizmusokat. Tanulmanyoztuk,
hogy a sziv akcids potencidljanak frekvenciafliggd funkciondlis és morfoldgiai valtozasait milyen,
az iondramok mikodésében megfigyelhetd valtozasok hozzak létre. A vizsgalatok emlGs kamrai
szivizomsejteken torténtek és kiterjedtek a legfontosabb ismert iondramokra (lca, lc, Incx, o
k1, Tkrs Iks)-

Mivel a szivizom ionaramainak milkodésében a sejt kalcium haztartdsa kozponti
szerepet toOlt be, tanulmanyoztuk a sarcoplasmaticus reticulum kalcium felszabadito
mechanizmusanak mikodésében megfigyelheté koordinaciés jelenségeket. Megmértiik a
sparkok kozotti kapcsolat erésségét és tavolsagfliggését.

A vizsgdlatok elvégzéséhez az altalanosan elterjedt elektrofizioldgiai és fluorescens
maodszereket alkalmaztuk. Az Uj megkozelités miatt azonban sziikség volt néhany mar korabban
is elérhet6 metodika tovabbfejlesztésére. Kidolgoztuk a szekvencialis akcids potencial clamp
maodszert, amely képess tobb iondram akcids potencidl alatti mérésére egyazon sejtben. A
sparkok vizsgalatahoz pedig egy automatikus spark detektdld és elemz6 programot irtunk,

amely alkalmas a sparkok tomeges feldolgozasara.
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2. CELKITUZESEK

Munkam soran az emlds kamrai szivizomsejtek ionaramainak akcids potenciadl (AP) alatti
dinamikdjat és koordinacidjat kivdntam megismerni. Tanulmdnyozni kivdntam az egyes
ionaramoknak az AP alatti profiljat és az AP kialakitdsdban jatszott szerepét. Vizsgdlni kivantam,
hogy az AP fesziltségprofilja hogyan hat vissza az egyes iondaramok dinamikajara és a
sejtmembran fesziltségvaltozasan keresztil az egyes iondramok hogyan modulaljak egymas
mikodését.

Ennek sordn az aldbbi feladatok elvégzését tliztem ki célul:

1. A kisérleti modell, az izolalt kamrai szivizomsejt megbizhatésdganak, stabilitdsdanak
tesztelése. Az izoldlt szivizomsejtekben az izoladlast kovet6en a felhasznalasig terjed6
id6ben bekovetkezé szerkezeti és funkcionalis valtozasok jellemzése.

2. Az Akcids Potencial Clamp technika tovabbfejlesztése. A mddszer alkalmassa tétele tobb
ionaram mérésére ugyanazon sejtbdl.

3. Az eml6s AP alatti legjelentésebb ionaramok (lca, lo, Inox o, k1, Ik, lks) profiljanak
meghatdrozasa. Az dramprofilok sziven belili inhomogenitasanak jellemzése.

4. A vizsgalt ionaramok potencidlis szerepének tanulmdanyozdsa utdédepolarizacids aritmiak
(EAD, DAD) esetén.

5. Az egyes iondramok szerepének feltdrdsa az AP kialakitdsban, alakjanak
meghatdrozasaban.

6. A kamrai szivizom ionaramai kdzotti koordinacids jelenségek tanulmanyozasa.

7. Az lc,. AP alatti lehetséges reaktivacidjanak vizsgalata az aram patoldgias szerepének
megértése szempontjabadl.

8. Az lysrepolarizaciéban jatszott szerepének vizsgalata.

9. Az lgs potencialis farmakoldgiai célpontként vald vizsgdlata, az dram moduldlasanak

terdpias stratégiakénti elemzése ritmuszavarokban.
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Az I szerepének tisztazasa az utddepolarizacids aritmiak kialakulasaban.

Az intracellularis pH pufferelésében szerepet jatszé bikarbonat ion mechanikai valaszban
és ritmuszavarokban jatszott szerepének tanulmanyozasa.

Az AP paramétereinek (hossz, platé magassag) frekvenciafliggéséért felel6s iondramok
tanulmanyozasa.

A forditott frekvenciafliggés néven ismert jelenség mechanizmusdnak vizsgalata kutya és
mas eml|&sdk kamrai szivizomaban.

Olyan automatikus spark felismerd algoritmus/program kifejlesztése, amely lehet6vé teszi
konfokalis mikroszkdppal késziilt felvételeken nagyszamu spark automatikus detektalasat
és elemzését.

A kamrai szivizomsejteken megfigyelheté6 sparkok morfolégiai sajatsagainak leirdsa,
kiterjedésiik szimmetria viszonyainak jellemzése.

A sparkok egy sejtre vonatkoztatott gyakorisaganak, frekvenciajanak meghatarozasa.

A kummulativ és intrinsic kialakuldsi valdszinlségek alapjan két spark kozotti kapcsolat
erGsségének és térkonstansanak meghatarozasa kontroll viszonyok kozott, valamint az SR

tultoltését kovetben (Ca®* overload).
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3. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

3.1. Szerkezeti és funkcionalis valtozasok a szivizomsejtek

tarolasa soran

A viabilitasi tesztek célja annak eldontése volt, hogy az izoldlast kbvetSen a primaer kultiraban
mennyire 6rz6dnek meg a sejtek szerkezeti és funkcionalis paraméterei. Mivel a mddszereinkkel
izolalt sejtek az alkalmazott taroldsi viszonyokkal altalaban 24-48 6ran at stabil, az izoldlas
napjan mértt6l szignifikdns mértékben nem kilénboz6 AP-t adnak, ezekkel a mérésekkel
kivantuk sejtjeink eltarthatésagat tesztelni. A vizsgalatokra patkdany bal kamrai sejteket
hasznaltunk, amelyeknek meghatdroztuk ugyanazon paramétereit az izolaldst kovetSen hat

oran belil (ez volt a DO-al jel6lt nulladik nap), majd 6t egymast kdvetd napon (D1-D5).

3.1.1. Sejtméretek

A méretek vizsgdlata sordn a sejtek hosszat, szélességét, alaptertiletét és a sarcomerhosszat
hatdroztuk meg a kultirdban tartds sordn. Altaldnosan megfigyelhet6 tendencia volt a sejtek
valamennyi vizsgalt kiterjedésének csdkkenése és a sarcomer hossz rovidilése. A méretek
csokkenése mellett a sejtek egy kisebb hanyadanal (<5%) polymorf alakzatok kialakuldsa volt
megfigyelhet6 a tarolas el6re haladtaval. Egyes sejtek legombolyodtek, esetleg sulyzé alakot
vettek fel, mig masok nyulvanyokat névesztettek.

Korabbi megfigyelések egybehangzdan kimutattdk, hogy az izoldlt szivizomsejtek szdma a
tarolas soran jelent6s lUtemben csokken. A kilonb6z6 beszdmoldk a sejtszam csokkenést az

els6 héten 50-70% kozott jelolik meg [1-4]. Ez a sejtszam csdkkenés azonban, barmennyire is
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jelentGs, valdjaban nem csokkenti a primaer sejtkultira kisérleti felhasznalhatdsagat. Ennél
sokkal jelent6sebb kovetkezményekkel jarhat az a morfoldgia valtozds, ami a tarolds soran
lezajlé dedifferencialédds eredményeként jon létre. Itt bemutatott adataink arra utalnak, hogy a
szivizomsejtekben a morfoldgiai dtalakulds igen gyorsan, mar az elsé két nap soran, illetve azt

kovet6en bekovetkezik.

3.1.2. A T-tubulusok kiterjedésének valtozasa a tarolas soran

A T-tubulus-jelolt sejtek egyszerld megtekintésével felismerheté volt, hogy a sejtek T-tubulus
rendszere a tarolas soran gyorsan defragmentalddik, a relativ terilet pedig jelent6sen csdkken.
Az otodik tarolasi napra a sejtek nagy része mar csak nyomokban tartalmazott T-tubulust.
Tapasztalataink szerint a T-tubulusok kiterjedésének mennyiségi becsléseként hasznalt mutato,
az RTTA érték (Relative T-tubule Area) igen jelentls sejt-sejt ingadozdst mutat egyazon

sejtpopulacion beliil, akar kozvetleniil a sejtizolalast kovetSen is.

3.1.3. Elektrofiziologiai valtozasok a tarolas soran

Az izolalast kovet6en (DO) meghatdrozott sejtkapacitas atlagértéke 1568 pF volt, amely a
térolads alatt egyenletesen csokkent, az 6tédik napon (D5) elérve a 105+11 pF értéket. Az
izolalast kovetben (DO) a sejtek AP paraméterei (nyugalmi membrdnpotencial, AP amplitudé és
szélesség) minden vizsgalt ingerlési frekvencian az irodalmi értékeknek megfelel6ek voltak. Az
ingerlési frekvencia novelésére az AP szélessége megnyult (pozitiv APD — frekvencia kapcsolat),
de az egyes sejtek kozotti egyedi APD ingadozasok mértéke meghaladta a frekvencia
valtoztatdsakor megfigyelhet6 APD valtozdsok mértékét. Az elsé tenyésztési napon (D1) a sejtek
nyugalmi membrdnpotencialja jelentésen alacsonyabb volt mint az izolalds napjan (DO: -
77.3£2.5 mV, D1: -59.6£6.1 mV, p<0.001) és AP-t kivaltani mar nem lehetett. Amennyiben a
nyugalmi membranpotencialt hyperpolarizdlé darammal normalizaltuk, a sejteken szabalyos AP-
kat tudtunk kivaltani. A tovabbi taroldsi napok sordn a sejtek depolarizdcidja folyamatosan
novekedett, véglil az 6todik tarolasi napon (D5) az atlagérték -24.2+5.9 mV-nak adddott.

Az Iy, vizsgalata azt mutatta, hogy a Ba%* érzékeny daram -70 mV-nal mért nagysaga a tarolas

soran egyenletesen csokkent és a csokkenés mértéke mar az elsé napon (D1) statisztikailag
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szignifikansnak adddott. Az 6todik napra az dram nagysdga mar az izolalds napjan mért érték
egyharmadaval csokkent. Ez az érték ugyanakkor még mindig szignifikansan nagyobb volt, mint
a frissen izolalt és detubulalt sejtekben mérhetd aram nagysaga. Erdekes médon a nyugalmi
membranpotencidl és az lx; nagysaga kozott linedris 6sszefliggést taldltunk, ami arra utal, hogy
az I, csokkenése a tarolas soran meghatarozo szerepet tolthet be a kialakulé depolarizaciéban.
Az L-tipusu kalcium dram (lc,1) nagysaga folyamatosan csokkent a tarolas soran, de ekdzben
sem a feszliltségfliggés, sem a kinetikai paraméterek nem valtoztak meg. Az 6todik tarolasi
napra (D5) az dram atlagos nagysaga az izolalaskor (DO) mért értéknek mar csak mintegy fele
volt, de még mindig szignifikdnsan meghaladta a frissen izolalt, detubulalt sejteken mért
értékeket. Az Ic,, csokkenés egyik lehetséges oka a korabban mar targyalt T-tubulus sdr(iség
csokkenéssel fligghet ossze.

Osszefoglalva a tarolds soran végzett vizsgalatok eredményeit megallapithatjuk, hogy a tarolas
alatt a sejtekben mar az els6 két napon jelent6s szerkezeti és miikodési valtozasok kdvetkeznek
be. Mar az els6 tarolasi napon (D1) sem tudtunk AP-t kivaltani, bar ekkor még a vizsgdlt
iondaramok nagysagaban bekdvetkezett csokkenés mértéke nem volt tébb a kiindulasi (DO) érték
20-25%-nal. Mindezekbdl arra kovetkeztethetlink, hogy a tdrolas soran a sejtek funkcionalis
allapotanak az AP lehet a legérzékenyebb indikatora. Amig tehat az AP paraméterei az élettani
értékeken belil vannak, a sejt tobbi funkcionalis paramétere valdszin(ileg jol tlikrozi az élettani

viszonyokat.

3.2. Az AP Clamp technika tovabbfejlesztése: Szekvencialis AP

Clamp maddszer

A Szekvencidlis AP Clamp technika (Sequential Dissection Method, vagy ,,Onion Peeling”) tobb
ionaram mérését teszi lehet6vé egyazon szivizomsejtb6l annak AP-je alatt. A technika
kifejlesztése soran els6dleges feladat annak megvizsgdlasa, hogy az ionaramok mérésének
sorrendje befolydsolja-e az egyes ionaramok mérés soran megfigyelt paramétereit.
eredményeink azt mutattdk, hogy a vizsgalatba bevont szerek alkalmazasi sorrendje nem

befolyasolja a mért aramprofilok tulajdonsagait. Ez a kovetkeztetés fontos feltétetele a modszer
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alkalmazhatdésaganak, hiszen lehet6vé teszi, hogy a vizsgalt tudomanyos céltél, problématdl

fuggben tetsz6leges iondramokat mérjiink meg egy adott sejtben.

3.3. Aramprofilok az AP alatt — faji és regionalis eltérések

Ebben a szakaszban a munkaba bevont ionaramok AP alatti profiljdnak meghatarozdsa soran
kapott eredmények bemutatdsa torténik dramtipusonként, fajok szerinti bontasban. Az
esetlegesen megfigyelt sziven belili regiondlis kilonbségek megbeszélése fajokon belil

torténik.

3.3.1. L-tipusu kalcium aram (lc, )

A kutya kamrai szivizomzat endocardialis részébdl szarmazé (ENDO) sejtek dramgorbéi az AP
felszallé szardval egyid6ben meredeken novekedtek, majd éles csucsot adva néhany ms-on
belll gyorsan csokkentek. Az dram lecsengésének sebessége a hagyomanyos négyszog alaku
parancsjeleket hasznalé VC mérések soran megfigyelheténél |ényegesen gyorsabb volt,
amelynek oka valdszinlleg az AP els6 fazisdban lezajlé gyors repolarizacid lehetett. EPI sejtek
esetében az dram csucsanak atlaga az ENDO sejtekében megfigyeltekénél szignifikansan kisebb
volt. A két sejttipus daramprofilja kozotti legjelentGsebb kiilonbség azonban az volt, hogy EPI
sejteken az AP cslcsa és a dom kozott kialakult egy masodik csucs. Ez @ masodik csics az elsé
csucsndl alacsonyabb és szélesebb volt, lecsengése pedig az ENDO sejtekben latott
aramcsokkenésnél jéval lassabb.

A  megfigyelések tovabbi tesztelése céljabdl szamitégépes szimuldciét végeztink. A
szimuldcidhoz a Luo-Rudy modellt hasznaltuk Kass-Sanguinetti féle inaktivacids kinetikaval [5]. A
modell megbizhatdan reprodukalta az altalunk regisztralt ENDO és EPI tipusu lc, gorbéket. Az
AP alatti lefutdson tulmenden, a szimuldlt dramgorbék sikeresen reprodukaltdk az ENDO
sejteken megfigyelhet6 szimpla, illetve az EPI sejteken megfigyelhetdé dupla aramhurkokat. A
szimuldcios kisérletek Ujabb, figgetlen mddon igazoltdk tehat azt a kisérleti adatokbdl levont
kovetkeztetésiinket, hogy ugyanaz a kalcium csatorna az AP fesziiltségprofiljatél fliggéen az

ENDO és EPI sejtekben eltérd lefutasu Ic, . -t hoz |étre.
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3.3.1.1. Az I¢, . profilja human kamrai szivizomsejtekben

Az el6z6 pontban kapott megfigyelések relevancidjat, illetve emberi szivizomra torténd
alkalmazhatésagat human balkamrai szivizomsejteken teszteltitk APC mddszerrel. Az
eredmények jobb 6sszevethetfsége érdekében az emberi izoldlt szivizomsejteken az AP Clamp
kisérletekhez a kutya kisérletekben rogzitett AP-ket haszndltuk parancsjelként, ugyanis az
emberi szivizomsejteken az AP masodik fazisat kovetd incizira kevésbé kifejezett. A varhatd
kiilonbségek felerGsitése érdekében a kordbban rogzitett AP-jeink kozil két olyat valasztottunk
ki, amelyen az ENDO-EPI kilonbségek igen hatarozottan megfigyelhet6ek voltak. Az Ic,| mérése
Nisoldipine érzékeny aramként tortént.

A humdn kamrai szivizomsejteken ENDO és EPl AP segitségével kapott dramgorbék nagy

hasonldsagot mutattak a kutyan megfigyelt gorbékkel.

3.3.1.2. Az I, profilja tengeri malac kamrai szivizomsejteken

A tengerimalac kamrai szivizom sejtjein az lc,, kiterjed az AP teljes hosszara eltéréen a
kordbban targyalt kutya és human sejteken megfigyeltekt6l. Bar az AP felszallé szarat kdvetGen
az aram itt is gyorsan aktivalodik, de a gyors fazist egy tovabbi, lassabb névekedés koveti. Az
aram a platd alatt lapos csucsot képez, majd el6bb lassan, késGbb egyre gyorsuld lGtemben
csokkenve az AP teljes lezajlasa el6tt sz(inik meg. A tengeri malacok szivizomsejtjeibél hidnyzik
az ly,, emiatt az AP morfologidjaban kutya és humadn sejteken ismert ENDO-EPI irdnyu

inhomogenitas itt nem figyelheté meg.

3.3.2. Kalium aramok

3.3.2.1. A Tranziens Outward Kalium aram (ly, )

Az li, méréséhez 1 mM koncentracidéju 4-aminopyridint hasznaltunk. 1 Hz-es ingerlési
frekvencidn mérve az |y, az AP felszallo szarat kovet6en igen gyorsan aktivalodik, a csucsértékét

4.44+0.7 ms alatt elérve. Ezt kovet6en az aram monoexponencialis jelleggel csokken,
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id6konstansanak atlagértéke 7.4+0.6 ms-nak addédott. 50 ms-al az AP csUcsa utan az aram mar
nem kiilonithet6 el az alapvonaltdl. Az dram csucsértéke 3.0+0.23 A/F, integralja 29.7+2.5 fC6pF
volt (n=10). Az dram csucsértéke mindig megel6zte az AP incisurdjat és annak felszallé szarat
10.0+£0.8 ms-al kovette. Az aram-fesziiltség gorbén lathatd, hogy az Iy, a -15 és +40 mV-os
tartomanyban aktiv, a csucsértékét 8.8+1.9 mV értéknél éri el. Nagyfoku linearis korreldcié volt
megfigyelhet6 az egyes sejteken mért dramcsuics nagysaga és az AP incisurajanak mélysége

kozott.

3.3.2.2. A befelé egyeniranyité kalium aram (ly,)
A befelé egyeniranyité dram szemben a tobbi K™ drammal a diastole alatt egy allandé pozitiv

(outward) értéket mutat, amely atlagértéke 0.26+0.03 A/F (n=7). Az AP felszallé szaraval
egyid6ben az dram meredeken csokkent, majd a platdé alatt lassi monoton novekedést
mutatott. Az AP hosszanak felénél az dram nagysaga 0.13+0.03 A/F volt, amely még mindig
csupan fele a diastole alatt mérhet6 értéknek. Az AP harmadik fazisa alatt -22.4+0.8 A/F
értéknél az aram novekedése felgyorsult és csucsértékét (1.8+0.1 A/F) a V' max utdn 1 ms-al
kovetBen érte el 58.3+0.6 mV fesziiltségnél. Az Iy, integral értéke 61.6+6.2fC/ pF volt, amelybdl
41.6+2.7 fC/pF esett a terminalis repolarizaciora és 19.9+6.0fC/pF a plato id6tartamara. Az Iy
szolgaltatta az I, 75%-at a V ok id6pontjaban, ennek megfelel6en az AP harmadik fazisa alatti
maximalis repolarizacid idépontja és nagysaga er6s korrelaciét mutatott az Ig; csucs
idépontjaval és nagysdgdval. Hasonldan az Iy, és lx, esetében megfigyeltekhez, nem taldltunk

korreldciét az aramcsucs amplituddja és az AP hossza (APDgg) kdzott.

3.3.2.3. A késGi egyeniranyité aram gyors komponense (i)

Az AP Clamp kisérletekben az I, monoton mddon emelkedett az AP harmadik fazisa alatt
lathatd csucsig, majd ezt kovetéen a nyugalmi membranpotencidl eléréséig meredeken
csOkkent. Az aramcsucs atlagos amplitiddja 0.62+0.08 A/F, az integral értéke 57.6+6.7 fC/pF
volt (n=9), ami j6 egyezést mutat mas szerzGk egyéb mddszerekkel kapott eredményeivel [6]. Az
AP hosszanak felénél az aram nagysaga mindossze 0.14+0.03 A/F, ami az amplitadé 23.1+4.6%-

a és lassu, késleltetett kezdeti novekedésre utal. Az aram novekedése +17+3.5 mV értéknél
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gyorsul fel és a csucsat -54.2+1.7 mV-nal éri el. Az aram-fesziiltség gorbe megmutatja, hogy az
aram -75 és +15 mV tartomanyban aktiv. Elemzéseink megmutattak, hogy az I, csicsa 5-10
millisecundummal megel6zi a harmadik fazis maximadlis repolarizaciéjanak id6pontjat. A plato
nagy része alatt az l, a domindns dram, amely az |, tobb mint 80%-4at teszi ki. A harmadik fazis
sordan azonban a felgyorsuld repolarizdcidhoz az Ig, mar csupan az l,. kevesebb, mint
egyharmadaval jarul hozza. Valdszinlileg ennek a kismérték(i hozzdjarulasnak tulajdonithatd,
hogy az Iy, cslcsanak amplitiddja nem mutatott korreldcidot sem a terminalis repolarizacid

maximalis értékével (V' max), sem az AP hosszaval (APDgg).

3.3.3. A klorid aram AP alatti profilja kutya kamrai szivizomsejteken

Az Iq kétfazisu dramként jelen volt az AP teljes hossza alatt. Az AP felszallé szara alatt az
outward komponens gyorsan kiépllt és az incizira mélypontjanak elérése el6tt elérte csucsat,
majd csdkkenni kezdett. A csokkenés kezdetben viszonylag gyorsan zajlott, az dram nagysaga
30-40 ms-on beliil a csucsérték mintegy harmadara esett. Ezt kdvetSen az aram az egész plato
alatt kozel linearis médon csokkent a plato kozéps6 szakaszan 0 mV érték korul iranyt valtva. Az
AP harmadik fazisaban az aram inward csUcsot adott, majd a repolarizacié lezajlasaval
egyid6ben nagysaga nullara csokkent. Az I outward fazisa alatt mind a csucs értéke, mind az

aram integralja nagyobb volt az inward fazisban megfigyelheténél.

34. A kamrai szivizomsejtek membranaramainak
koordinacidja

Az AP jellegzetes fesziltségprofiljat a sejtmembran iondaramainak finom egyensulya, a
depolarizdlé és repolarizalé erdk pillanatnyi eredGje rajzolja meg. Minthogy az egyes
ioncsatorndk funkciondlis allapotai (aktivacio, deaktivacié, inaktivacid, inaktivaciobol valé
visszatérés) kozotti  atmenet egyik legfontosabb  meghatdrozéja a  mindenkori
membranpotencidl értéke, a fesziiltségprofil visszahat az 6t kialakitd iondramok dinamikajara.

Az egyes iondramok tehat a fesziltségprofil alakitasan keresztiil sajat AP alatti lefutasukat is

befolyasoljak, aktivacidjukat és inaktivacidjukat koordindljdk. A szivizomsejtek egyes
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ionaramainak erdssége kozott jelent6s kilonbségek vannak, ezért hozzajarulasuk a
membranpotencial valtozdasahoz is kiilonb6zdé lesz. lly modon az egyes erGsebb iondaramok
mintegy ,vezetik” a gyengébb iondramok kiépilését, vagy lecsengését, ami az individualis
aramok membrdanpotencidlon at torténd koordinaciéjanak felel meg. A kdvetkez6 szakaszokban
a membranpotencidl és az egyes iondramok, illetve az egyes ionaramok kozotti koordindacid

tanulmanyozdsa soran kapott eredményeink bemutatasa kovetkezik.

3.4.1. Az akcids potencial és az ionaramok koordinacidja

3.4.1.1. Az EPI sejtek domjatt az I, hozza létre

Amint azt lattuk, az EPI AP incisurdja alatt I, jelent8sen lecsdkken az L-tipusu kalcium
csatornak deaktivacidja miatt. Ez a zart allapotu populacié azonban jelentGs depolarizalé er6t
képvisel, ha megnyilik. Amint az AP elsé fazisa alatt az Iy, inaktivalédik, megsz(inik egy jelentGs
repolarizalé erd és ezzel tér nyilik az I, szamdra, hogy a membranpotenciadlt megforditsa. A
novekvé fesziiltség egyre nagyobb szdmu kalcium csatornat nyit meg, s ez a pozitiv
visszacsatolas a membranpotencidlt visszaviszi az AP cslcsanak kozelébe. A feltevés tovabbi

bizonyitékaul szolgal, hogy 1 uM Nisoldipin jelenlétében az EPI sejtek domija elt(inik).

3.4.1.2. Az AP és az IKs koordinacidja

A chromanol nytjtja az AP-t

A chromanol kutya kamrai sejteken az AP hosszat frekvenciafligg6 mddon nyujtotta anélkiil,
hogy mas paraméterekben valtozds kdvetkezett volna be. 1 Hz-en torténd ingerlés esetén az
APDsg 152.0+7.4 ms-rél 158.0+10.9 ms-ra, az APD90 200.5+8.2 ms-rél 209.7+10.8 ms-ra n6tt 10
UM chromanol hatdsdra. Ez a kisfoku, de statisztikailag szignifikans (p<0.05, n=6) nyulds az
ingerlés ciklushosszanak novelésével egyre jelent6sebbé valt. Ugyanakkor a nyugalmi
membranpotencial (-81.0+2.8 vs -82.7+2.1 mV), az akcids potencidl amplitudd (99.4+2.9 vs
101.2+3.2 mV), a platd magassadg (88.1+3.3 vs 90.2+3.5 mV), a felszall6 szar maximalis
meredeksége (272423 vs 286+31 V/s) esetében a 10 uM chromanol nem okozott statisztikailag

jelent@s valtozast (az adatok 1 Hz ingerlési frekvencidra vonatkoznak).
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A Chromanol hatasa Isoproterenol vagy E-4031 jelenlétében

A 10 uM chromanol AP hosszara gyakorolt hatasat megvizsgaltuk mind 2 nM isoproterenol,
mind 1 puM E-4031 el6kezelést kovetéen. A 2 nM isoproterenollal torténé elGkezelés
szignifikdns mdédon megemelte az AP platé magassagat anélkil, hogy a hosszat megvaltoztatta
volna. A platé emeld hatds statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult és a ciklushossz névelésével
aranyosan nétt. 1 uM E-4031 hasonlé mértékben emelte a platé magassagot mint 2 nM
isoproterenol, de ezen tulmenden az AP hosszat is frekvenciafliggé mddon nyujtotta. 10 uM
chromanol hatdsara mindkét csoportban, valamennyi vizsgalt frekvencidn szignifikdns maddon
megnyult az AP, de az AP nyuljté hatasban az el6kezeléstél fliggetlenil nem talaltunk
kiilénbséget. Osszefoglalva a tapasztalatokat megdllapithatjuk, hogy a Chromanol azonos
mértékd AP nyujtast idézett el6 azon sejteken, amelyeknek csak a platé magassaga emelkedett
meg és azokon a sejteken, amelyeken a platd magassag emelésén kivil még AP nyulast is

elGidéztink.

Az Ixs modellezése

Megfigyeléseink megerGsitése, illetve a latott Osszefliggések mechanizmusanak megértése
céljabdl szamitogépes szimulacid segitségével tanulmanyoztuk az AP hosszanak, illetve platd
magassaganak hatasat az lgs AP alatti profiljara. A szimulaciéhoz Viswanathan modelljét
hasznaltuk [7]. Voltage clamp viszonyokat modelleztiink, parancsjelként kiilonb6z6 hosszusagu
és platé magassagu AP-kat hasznalva. Az eltéré paraméterl AP-kat egy korabban altalunk kutya
kamrai szivizomsejten rogzitett, tipikusnak mondhaté AP matematikai Gdton torténd
atszabasaval Adllitottuk elé egy interpolacidés algoritmus segitségével. Két AP sorozatot
készitettiink, az egyik esetben a platd magassagat, a masik esetben pedig a hosszat valtoztattuk
az élettani értékeket jelent6sen meghaladdéan széles hatarok kozott. Ezeket az AP-kat
parancsjelként alkalmazva a modell segitségével meghataroztuk az dramok AP alatti lefutdsat,
majd ezeket az aramjeleket hagyomdanyos mdodon elemeztik. Az elemzéseink azt mutattdk,
hogy az I aktivalasdban az AP platd magassdga lényegesen nagyobb szerepet jatszik, mint a

hossza. Modellkisérleteink eredményei tehat 6sszhangban vannak az el6z6leg ismertetett
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megfigyeléseinkkel. A Chromanol AP nyujté hatasa azért erGsebb a magasabb platéval
rendelkezé AP-ken, mert azokon az lgs amplitiddja, ily mdédon annak gatldsakor kiesé dram

nagysaga nagyobb.

3.4.1.3. Az egyes ionaramok és az AP paraméterei kozotti korrelacidok elemzése
Adataink elemzése soran vilagossa valt, hogy az egyes ionaramok nagysaga jelentds sejt-sejt
kozotti kiilonbséget mutat. Az dramcsucsok alapjan szdmitott standard deviacié mértéke tobb
esetben meghaladta az atlagok értékének felét, amely igen nagy egyedi szérast jelez. Ez annal is
inkdbb érdekes megfigyelés, mert az AP paraméterek standard devidcidinak atlaghoz
viszonyitott relativ nagysaga ennél joval kisebb. Természetes mddon vetédik fel a kérdés, hogy
felismerhet6-e valamiféle mintdazat, korreldcié az egyes dramcsucsok nagysaga kozott, vagy az
aramcsucsok és az AP paraméterei kozott? Tukrozédik-e példaul az erésebb, vagy gyengébb
depolarizald (vagy repolarizdld) dram az AP hosszaban, vagy plato magassagdban?

Mivel az APDgg és az Ic, csucsanak amplituddja, vagy az Ic,, altala hordozott toltésmennyiség
kozott a hagyomanyos statisztikai eljarasokkal korrelaciot nem tudtunk kimutatni, egy
mesterségesen tisztitott mintan végeztik el az analizist a lehetséges korreldcid biztos
kizdrasara. Az AP paraméterei és az egyes iondramok paraméterei kozotti korrelacié hianyat
ugyanis azzal is magyarazni lehet, hogy a nagy statisztikai ingadozas elfedi az egyébként
jelenlévd korrelacidt. Az lc,. és az lxs esetében a teljes halmazbdl kivalasztottuk az 6t-6t
legkisebb és legnagyobb toltésmennyiséget (Qniso €s Qchroma) Szallitd sejteket és ezek AP
paramétereit hasonlitottuk Ossze egyszer( pdratlan t-prébaval. Létrehoztunk tehat két ,kis
iondrammal” és ,nagy iondrammal” m(ikédd sejteket tartalmazé csoportot és arra voltunk
kivancsiak, hogy ezek AP paraméterei kiilonb6znek-e egymastél? Adataink azt mutatjak, hogy az
ilyen mddon kialakitott csoportok sejtjeinek AP-i kozott statisztikailag szignifikans kiilonbség
nem volt. Kovetkezésképpen az egyes iondaramok paraméterei nem prediktivek az AP

paramétereire.

3.4.1.4. A forditott frekvencia fliggés jelenségének vizsgalata
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A kilonb6z6 csatornagatlok, illetve aktivatorok esetén ismert, hogy az AP kilonb6z6
paramétereire (alapértelmezésben a hosszara) gyakorolt szerhatds er6ssége fligg a sziv
mUkodési frekvencidjatdl. Ezen frekvenciafligg6 hatdsok kozil a legismertebb az Ill-as osztalyba
tartozé antiaritmids szerek forditott frekvencia fliggé (a tovabbiakban FFF) hatasa. A jelenség
régota ismert, de pontos mechanizmusa mindmaig nem tisztazott [8, 9]. Az AP és az ionaramok
kozotti koordindcidra irdnyuld munkdnk soran adataink abba az irdnyba mutattak, hogy a FFF
hatds egyik lehetséges tényez8je lehet az AP hossza és a membrdnaramok kozoétti kapcsolat.
Feltételeztiik, hogy a FFF hatds minden olyan fajban jelen van, ahol az AP hossz — frekvencia
Osszefliggés negativ (vagy forditott). A hipotézis tesztelésére kilonb6z6 hatdsmechanizmusu
csatornakra haté szerek Az AP hosszara (a tovdbbiakban APD-re) gyakorolt hatdsat elemeztiik.
Azt kivantuk megmutatni, hogy a FFF hatds minden szer esetében jelentkezik, annak
hatdsmechanizmusatdl flggetlendl.

Az els6é |épésben hat ismert szivhatdsu szer APD-re gyakorolt hatdsdnak frekvenciafliiggését
mértik meg 0.2 — 3 Hz tartomanyban. A méréseket hegyes elektroddal végeztiik multicellularis
preparatumon a sejtek dializisének megel6zése érdekében. Adataink egyértelmden igazoltak,
hogy a kiilonb6z6 tdmadaspontu szerek minden esetben frekvenciafliggé modon fejtették ki
hatasukat az APD-re, bar a Nicorandil és a Lidocain hatasa egyenes aranyban allt az ingerlési
frekvencidval.

A kovetkezd |épésben az altalunk javasolt magyarazat tobb fajra torténd kiterjesztése
érdekében ot dallatfajon ismételtiik meg a korabbi vizsgalatot kilonféle tdmaddspontu csatorna
gatldkkal és aktivatorokkal. A hipotézis tovabbi tesztelése céljabdl az adatokat ezuttal nem az
ingerlési frekvencia, hanem az APD alapjan elemeztiik. Azt vizsgaltuk, hogy az APD értékei
korrelalnak-e az ioncsatorndkra hatd szerek hatdsanak mértékével. Az el6z6ekkel egybevagdan,
megfigyeléseink minden faj esetében megerGsitették hipotézisiinket, mely szerint a kontroll
viszonyok kozott mért APD hatdrozza meg az AP hosszaban bekdvetkezd valtozas mértékét. Az
aranyossag lehet egyenes, vagy forditott, de a hosszabb AP-ken minden esetben nagyobb

valtozasokat figyelhetiink meg, a révidebbeken pedig kisebbeket.

3.4.2. lonaramok kozo6tti koordinacio
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3.4.2.1. A depolarizdlo és repolarizdlé aramok koordinacidja tengeri malac

kamrai izomsejtjein

Elettani viszonyok kozott, a szivciklus sordn a depolarizalé és repolarizalé &aramoknak
egyensulyban kell lennilk. Szekvencidlis Akcidés Potencial Clamp technikdval ugyanazon sejtek
négy dramat (lcay, lk1, Ik, lks) rogzitettiik és azt vizsgaltuk, hogy barmely darampar, vagy az
aramok csoportjainak amplitudéja, vagy egyéb paraméterei kozott kozott felismerhets-e
barmilyen 6sszehangolds, egylttmikodés. Meglep6 mddon az aramok paronként torténd
elemzése soran csupan az g, és az lxs kozott figyeltink meg értékelhet6 kapcsolatot. A két
aram altal az AP alatt szallitott téltésmennyiség jé korrelacidot mutatott (r=0.79). Ugyancsak
szoros kapcsolatot figyeltiink meg az AP alatt elmozdulé teljes toltésmennyiségek kozott (Qinvarg
versus Qoutward) ahol a korrelacids egylitthatét 0.78-nak taldltuk. Ezekbdl a megfigyelésekbdl két
érdekes kovetkeztetést vonhatunk le. Egyrészt, ahogy a kordbbi fejezetekben mar érintettem, a
kés6i egyeniranyité kalium aram tobbek daltal megkérdGjelezett szerepe kapcsan
hangsulyoznunk kell, hogy a mi megfigyeléseink szerint az Ixs a kamrai szivizomsejtek fontos
repolarizalé6 arama. Ezen tulmenden az Ic—al mutatott korreldcidja miatt még azt is
valészinUsithetjuk, hogy az Iy jelent8s szerepet tolt be az AP adaptdcidjaban. Masrészt, mivel a
masik két repolarizadlé dram esetében nem latunk semmiféle korrelaciét, valdszindsithetjiik,
hogy ezeknek a repolarizaciéban vald részesedése nem szimpla ,,aranyos teherviselés” alapjan
torténik, hanem valamilyen, mindmaig fel nem tart megosztas alapjan. Valamilyen

megosztasank léteznie kell, hiszen a kifelé és befelé elmozduld toltések mennyisége azonos.

3.4.2.2. Az Iy, és I, frekvenciafiiggetlen aramok

Minthogy az AP frekvenciafligg6 tulajdonsagai az ionaramok frekvenciafiiggd tulajdonsagaibdl
szarmazhatnak, kutya kamrai szivizomsejteken megvizsgaltuk az AP platé magassagat és hosszat
meghatarozéd két kalium dram frekvenciafligg6é sajatossagait 0.2 és1.66 Hz kozott.
Eredményeink azt mutattak, hogy az dramok nagysaga csakigy mint az AP maximalis
repolarizacids sebessége nem mutatott frekvenciafiiggést. Emellett azonban azt is megfigyeltiik,
hogy a két aram kozott feltételezhet6 egyfajta 0Osszjaték. Amennyiben az egyik aram

amplituddja megnovekszik és ezzel a repolarizacié sebessége felgyorsulna, a membranpotencial
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gyorsabban éri el az alacsonyabb fesziiltségértékeket és ezzel a tdltéshordozé K'-ra hatd
hajtéerd, valmint a madsik aram aktivaciojat (a sajatjaval egyitt) lecsokkenti. Ez a fajta
Onszabalyozd rendszer alkalmas lehet a termindlis repolarizacid frekvenciatél fliggetlen
sebességen tartdasara a B panelen mutatott megfigyeléseinknek megfelel6en. Megfigyeltik
ugyanakkor, hogy az ly; dltal szallitott toltésmennyiség mintegy haromszorosa az Iy altal
szallitottnak, tehat a termindlis repolarizacié beallitasaban az lg; a domindns aram. Hasonld
kovetkeztetésekre jutottak Gintant és mtsai hagyomanyos voltage clamp kisérletek adataibol

[10].

3.4.2.3. Az I¢,, és Iycx koordinacidja

Amennyiben az lc, —t Nifedipin érzékeny aramként mérjiik meg az AP alatt olyan pipetta
oldattal amely nem tartalmaz kalcium puffert, a kapott aramprofil az I, és Incx kompozit arama
lesz. llyen korilmények kdzott a két dram elvalaszthatatlan egymastdl, ugyanis a belépé Ca* -k
aktivaljak az Iycx —et és a voltage clamp technika alapelvébdl kovetkez6en az erdsiténk a két
aram Osszegét fogja mérni. Farmakoldégiai moddszerek és modellezés kombinacidjaval
megkisérelhetjiik a két daram szétvdlasztasat. A SEA-0400 nevl gatldszer az Iycx —et részlegesen,
dézisfligg6 médon gatolja. Ha tehat meghatdrozzuk a SEA-0400 érzékeny aramot intracellularis
Ca** puffer jelenlétében és hidnydban, az adatokbdl az Iycx AP alatti lefutdsat
meghatdrozhatjuk.. A gorbék vizsgalatakor feltlinik, hogy az elméleti megfontolasokkal
szemben, a gorbe korai szakaszan talalhaté outward komponens mérete nagyon kicsi és az
inward csucs is a vart érték alatt van [11, 12]. Tovabbi nem vart megfigyelés, hogy EGTA
jelenlétében az Incx teljes egészében outward iranyd. Megfelel azonban a varakozasoknak, hogy
a csucsot a platd végén taldljuk, a termindlis repolarizacié kozelében, ahol az EAD-ok a
leggyakrabban jelentkeznek. Az dramgorbék lefutdsabol megdllapithatd, hogy mig az AP kezdeti
szakaszan és a plato alatt az Ic, . @ dominans aram, a plato végére mar felnd az Incx €s atveszi a

dominans szerepet.
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3.5. Az SR elemi kalciumfelszabadulasi jelenségeinek
koordinaciodja

A disszertacioé eddigi szakaszdban az ionaramok koordindaciéjanak problémajaval foglalkoztam. A
kérdéskor kiterjesztéseként azonban indokolt azt is megvizsgalni, hogy a sejtplazma kalcium
koncentraciojanak szabalyozasaban felismerhet6ek-e koordindcids jelenségek.. A sparkok
kozotti kommunikdcid jelensége mar hosszu ideje ismert [13-16]. A kovetkez6kben
ismertetendé munkank célja az volt, hogy statisztikai moédszerekkel jellemezziik a sparkok
kozotti kommunikacidt, vagyis kvantitativ leirdsat adjuk a feltételezett koordinaciénak. Ehhez a

vizsgdlathoz nagyszdmu sparkot kellett megvizsgdlnunk. A nagy adatmennyiség indokolta, hogy

a sparkok felismerését és statisztikai elemzését automatizaljuk.

3.5.1. Uj, automatizalt eljaras a sparkok felismerésére

A sparkok azonositdsa hagyomdanyosan a mikroszkdpos felvételek megtekintésével torténik,
majd ezt kdvetben a felvillanasokat tartalmazd képkockakat elemzik. Munkank soran patkany
kamrai szivizom sejteken megfigyelhet6 sparkokat vizsgdltunk (ldsd Moddszerek fejezet). A
sejtekrél 200 darab 2D képkockat (512x512 pixel, 12 bites pontfeloldas) tartalmazé sorozatot
készitettiink, amelyen az egyes felvételek 12 ms-os id6kozokben kovették egymdst. Az
automatikus felismer§ algoritmus/program szamara elséként ki kellett dolgozni és
matematikailag megfogalmazni egy olyan feltételrendszert, amely segitségével a
szivizomsejtekrél készilt fluorescens mikroszképos felvételeken a sparkok egyértelmden
azonosithatdak voltak. Ezt kdvetéen el kellett késziteniink azt a programot, amely a digitalis
felvételeket beolvasta és elemezte. A program irdsara IDL nyelvet vdlasztottunk (ITT Visual
Information Solutions, Boulder, CO). A program beolvasta a képkockdkat, majd a sparkok
felismerése céljabdl minden egyes képpont intenzitds értékét Gsszehasonlitotta egyrészt az
azonos képkockan taldlhatd tobbi képpont, masrészt az egymadst kovetd képkockdk azonos

koordinatdju képpontjainnak intenzitas értékeivel.
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A sparkok automatizalt felismeréséhez a képkockak azon képpontjait kellett felismerni, melyek
intenzitasa az egymadst kovets felvételeken megnovekszik, majd egy csucsérték elérése utdn
lecsokken. Mivel az egyes sejtek esetében a hattér intenzitasa és a sejtek kalcium érzékeny
festékkel torténd individualis tolt6dése miatti fluorescens intenzitasértékek igen széles hatarok
kozott valtoztak, a kritériumok numerikus paramétereinek mindig az aktudlis felvételek

intenzitas értékeihez kellett alkalmazkodni.

3.5.2. A sparkok tulajdonsagai

Az automatikus felismerd algoritmus segitségével 77 sejten rogzitett, egyenként 10 masodperc

hosszusagu képsorozaton 6670 sparkot azonositottunk, majd elemeztiink.

3.5.2.1. A dinamikus spark frekvencia meghatarozasa

A kétdimenzids leképezés (szemben a jobban elterjed ,line scan” eljarassal) lehet6vé teszi a sejt
alapteriiletének nagy részére kiterjed6 megfigyelést és a sparkok egész sejtre vonatkozd
gyakorisdganak, frekvencidjanak megmérését. Mivel a mérések patkany sejteken késziiltek és a
patkanyra jellemz6 az ugynevezett negativ frekvencia-eré 6sszefliggés, a mérések el6tt a
sejteket minimum két percen keresztil 1 Hz frekvencian téringerléssel ingereltiik, majd
kozvetlenll a mérés el6tt tiz masodpercnyi ingerlésmentes szlinetet iktattunk be. Ezzel a
protokollal a patkany és egér sejtek SR-ra nyugalmi dallapotban jellemz6 kalcium tultoltédés
megsziintethet6. A sparkok frekvencidjanak id6fliggését ugy allapitottuk meg, hogy a
kummulativ spark szamot az eltelt id6 és a (sejt maszk meghatdrozasaval) mért terilet
szorzatanak a figgvényében abrazoltuk. Amennyiben egy linedris 0sszefliggést lattunk, a spark
frekvencia konstans volt. Ebben az esetben a spark frekvenciat az egyenes meredekségébdl
kaptuk meg. A vizsgalat keretében lemért sejtek 75%-a konstans spark frekvenciaval
rendelkezett, a tovabbi vizsgalatokat ezeken végeztilk (n=6670). A sejtek 8%-dban a spark
frekvencia az id6 el6rehaladtaval novekedett, mig 17%-ban csokkent. Ezt az Osszességében
25%-0s instabil csoportot a tovabbi vizsgalatokbdl kizartuk. Tapasztalataink szerint az egyes

sejtek kummulativ spark szamanak jelent6s individudlis szdordsa volt. A spark frekvencia
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eloszlasgdrbéje erésen aszimmetrikus alaku volt, széls6 értékeit 1.7x10° és 1.3x10™* pm?/ms-
nak taldltuk. Az atlagra 2.2x10°, a medianra 1.2x10° pm?/ms értéket kaptunk.

Az altalunk talalt értékeknek az irodalmi adatokkal torténé osszevetése kissé problematikus,
ugyanis 2D moddszerel végzett spark frekvencia meghatdrozasra vonatkozé publikalt
megfigyelést nem taldltunk. Az irodalomban talalhaté mérések line scan technikaval késziltek,
ami csupan indirekt, kdzelité 6sszehasonlitdsra ad lehetéséget. Ha abbdl indulunk ki, hogy a
confocalis mikroszkép lateralis felolddsa =0.25 um, mig az axialis feloldds =1 um voltak, akkor
méréseink  sordn  minden 1 um-es sav  leképezésekor a  fotonok egy
0.25 um x 1 um x 1 pm = 0.25um>-o0s térfogatbdl szdirmaznak. A kéz6s mértékegységre torténd
konvertdalashoz a sajat értékeinket meg kell szorozni 1/um-el, amely az optikai tengely mentén
torténd mélységbdl kovetkezik. Az irodalomban taldlhatd line scan médszerrel mért spark
frekvencia értékek patkdny kamrai sejteken 0.85 spark/100 um és 4.6 spark/100 um kozott
taldlhatdak [14, 17]. Ezek az adatok atszamitva a 3.4x107 és 1.8x10™ 1/um>/ms értékeket adjak.
Sajat mérési adataink ugyanezen egységben kifejezve 1.7x10°° - 1.4x10™ 1/pum*/ms-nek felelnek
meg, ami jo egyezésnek felel meg, de az irodalomban taldlhaté patkany adatokndl valamivel
szélesebb savot ad. Mas fajokon azonban a mi adatainkhoz hasonldan széles szérast talaltak.
Hilser és mtsai macska pitvari sejteken figyelte meg, hogy a spark frekvencia 2.4x10° - 1.8x10™
1/um’/ms tartomanyban szérédik [18]. Patkany és macska pitvaron, valamint nydl kamrai
sejteken ezekkel az értékekkel jél egyezd spark frekvenciakat mértek mas munkacsoportok is
[18-20]. Megallapithatjuk tehat, hogy az altalunk megfigyelt spark frekvencidk az elsé 2D

mérésekbdl szarmazé adatok és az irodalmi értékekkel j6 egyezést mutatnak.

3.5.2.2. A sparkok alakja szimmetrikus

A sparkok térbeli kiterjedését kétdimenzids Gauss gorbével torténd illesztés, majd az amplitudo
félmagassagdanal torténd szélesség x és y iranyd mérésével hataroztuk meg (FWHM: Full Width
at Half Maximum). Az elemzésbe kizardlag azokat a sparkokat vontuk be, amelyek amplituddja
(AF/Fo) a 0.2 értéket meghaladta, ezzel biztositva a zajszintbdl valé megbizhaté kiemelkedést.

Ennek a kritériumnak az altalunk Osszesen detektalt 6670 sparkbdél 907 felelt meg. A kapott
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szélességekbdl egyrészt atlagértéket szamitottunk, masrészt minden spark esetén grafikusan
abrazoltuk az Y irdnyu kiterjedést az X irdnyu kiterjedés fuggvényében (FWMHy versus FWMHy).
A 907 vizsgalt spark alapjan a kiterjedések dtlaga FWMHy=2.32+0.008 um és
FWMHy=2.30+0.007 um voltak (Mean+S.E, p>0.05). Amikor a sparkok Y-tengely irdnyu
kiterjedését abrazoltuk az X-tengely iranyu kiterjedésének fliggvényében, a pontok egy olyan
halmazt alkottak, amelynek szimmetria tengelye 45°-o0s szoget zart be a koordinatarendszer
tengelyeivel. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a sparkok a sejt sikjaban szimmetrikus
kiterjedés(ek.

Mivel a méréseket di-8-ANEPPS-el toltott sejteken végeztiik a sparkok térbeli eloszlasdanak
vizsgalata céljabdl, felmerilt annak lehet6sége, hogy a szimmetrikus kiterjedés a T-tubulusok és
a sparkok egymadsra vetilése miatti mitermék. Ennek a lehet6ségnek kizdrasara di-8-ANEPPS
festés nélkili sejteken is tanulmanyoztunk sparkokat. A vizsgalatba bevont 259 spark esetén az
atlagértékek FWMHy=2.22+0.013 um és FWMHy=2.22+0.013 pum voltak (Mean+S.E, p>0.05). A
grafikus elemzés eredménye is megegyezett a di-8-ANEPPS-el toltott sejteken kapottakkal.
Mindezek ismeretében megdllapithatjuk, hogy a sparkok szimmetrikus kiterjedése nem lehet
mérési mitermék kovetkezménye.

Az a megfigyelésiink, hogy a sparkok kétdimenzids kiterjedése szimmetrikus, ellentétes korabbi
ismereteinkkel, melyek szerint a sparkok a T-tubulusokkal parhuzamos iranyban (Y-tengely,
vagyis a sejt szélessége mentén) keskenyebbek, mint a sejt hossztengelye iranyaban [13, 21]. A
Parker és mtsai altal publikdlt sparkok aszimmetridja igen jelent8s, mintegy 2:1 (X:Y) aranyu.
Bar kozleményeikben nem mérték meg az altaluk rogzitett sparkok kiterjedésének aranyait, a
jol lathatd aszimmetriat a Ca?* kotott Fluo-3 diffdzids anizotrépiajaval magyaraztak [13]. Cheng
és mtsai ennél |ényegesen kisebb mérték( aszimmetriat taldltak munkajuk soran. Eredményeik
azt mutattdk, hogy a FWMHy mintegy 18%-al kisebb mint az FWMHy [21]. Béka vazizman
nyugalomban ugyancsak szimmetrikus sparkokat figyeltek meg, de ezek a sparkok koffein
hatasdra aszimmetrikussa valtak [22].

Az altalunk tapasztalt szimmetria elméletileg szarmazhatott volna a vizsgdlt sejtjeink
véletlenszer(i poziciondldsabdl, amikor a valéjaban aszimmetrikus sparkok random orientdcidja

kiegyenlitette volna a kiterjedésbéli kiilonbségeket, ezzel eredményezve a latszdélagos
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szimmetriat. Kisérleteinkben azonban éppen azért alkalmaztuk a di-8-ANEPPS festést, hogy a
sejtek alakjan kivil a T-tubulusok irdnya is segitse a vizsgalt sejt hossztengelyének azonositasat
és megfelel6 beadllitasat. Emiatt sejtjeink X-Y iranyu orientdcidja igen megbizhatd volt, vagyis a
szimmetria nem lehetett poziciondlasi hiba kovetkezménye.

A szimmetriaviszonyok téves értékelése szdrmazhatott volna képalkotdsi m(itermékbdl is. A
Zeiss 5 Live mikroszkdp esetében egy képvonal leképezése ugyanabban az idGpillanatban
torténik, de két egymast kovet6 vonal kozott 25 ps kiilonbség van (80Hz-es, 512x512 pixeles
leképezést alapul véve). Az id6kilonbségbbl ered6 X-Y irdnyu képtorzitds nagysaga fligg a
leképezett objektum (esetiinkben a spark) életidejétSl és aranyos a kamera zaridejének,
valamint a spark idébeli lefolydsdnak viszonydval. Minthogy egy spark atlagos FWMH értéke
=2um és egy pixel mérete 0.12 um, egy spark leképezésének ideje =0.4 ms. A sparkok tipikus
életideje =30 ms koril van, vagyis sokkal lassabbak, mint a leképezésiikh6z sziikséges id6. Tehat
a szivben megfigyelhetd, viszonylag lassu sparkok esetén a leképezési id6b6l adédd X-Y irdnyu
torzitds jelentéktelennek mondhatd, ezért feltételezhetjik, hogy a kép jol reprezentalja a valds
viszonyokat.

A sparkok szimmetrikus szerkezete jelent8s kovetkezményekkel jar a Ca* diffizids viszonyaival
kapcsolatos ismereteinkre. Az altalunk megfigyelt diffuzids izotrdpia azt sugallja, hogy a Z-
vonalak mentén talalhatd nagy denzitdsu fehérje kornyezet [23] a korabbi feltételezésekkel
szemben nincs mérhets hatassal a Ca®* diffizidjara. A sparkokat és kalcium hulldmokat leird
korabbi matematikai modelljeink arra a feltételezésre épilnek, hogy a Ca** és Ca**-kotott Fluo-3
diffuzidja anizotrép [16, 24, 25]. Az anizotrdp viszonyoknak izotrépra torténé cseréje jelentésen
megvaltoztatja a Ryanodine receptorok Ca®* &ramainak szamitott értékét. Ha példaul
feltételezziik, hogy a diffuzids koefficiens az Y tengely mentén fele az X és Z tengelyének, az
egyetlen spark létrehozdsahoz sziikséges kalcium aram 56%-a annak a mennyiségnek, amely
izotrép diffuzié esetén adddik. Izotrép diffuzids viszonyok esetén ugyanis a gomb alaku spark

térfogata az ellipszoid sparkénal nagyobb [25].
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3.5.3. A sparkok koordinacidja

A sparkok koordindcidja alatt az individudlis sparkok kialakuldsaban felismerhet6
0sszehangoltsagot, az egyes sparkok kozotti kapcsolat térbeli és id6beli sajatossagait értjik.
Ennek tanulmdnyozdsa soran azt kivantuk meghatdrozni, hogy egy adott spark milyen
valdszinlséggel valt ki egy Ujabb sparkot adott sugaru kornyezetében. A jelenség hasonld a
pocsolydba hullé es6cseppekhez, amelyek becsapddva hulldamgydrlket valtanak ki a vizfelszinen
ez lehet az els6dleges spark analdgidja. A becsapdédaskor azonban szertefroccsend vizcseppek is
keletkezhetnek, melyek maguk koéril djabb, masodlagos hulldmgydriket indithatnak.

Az elemzéshez el6szor definidljuk az elsGdleges és masodlagos spark fogalmat. Mindenekel6tt
azt szlikséges leszogezni, hogy az els6dleges és masodlagos jelz6k kizarélag az analizis
lebonyolitasdhoz sziikséges fogalmak, ugyanis egy spark esetében, pusztdn a spark
tulajdonsagainak (amplitado, kiterjedés, fennallasi id6) vizsgdlataval nem lehetséges eldonteni,
hogy az spontan jelent meg egy adott helyen és id6pillanatban (tehat elsGdleges), vagy egy
masik spark valtotta ki (vagyis masodlagos). Az elemzés sordn technikai szempontbdl minden
sparkot els6dlegesnek tekintettiink amikor azonosité algoritmusunk detektalta. Ezt tekintve null
idépontnak, tovabbi sparkokat kerestlink koordinatdinak 0.3 pum < r < 15 um kornyezetében 15
ms-on belll. A tavolsag alsd értékét azért kellett nullanal nagyobbra valasztani, hogy az
azonosité algoritmus a kés6bbi képkockdkon 6nmagat az elsédleges sparkot ne azonositsa
masodlagos sparkként. A 15 ms nagyon szoros id6tartomdanynak tlinhet, de figyelembe véve,
hogy a sparkok atlagos kialakulasi ideje 5 ms, lecsengési ideje pedig 10-15 ms koril van, ez az
érték elgendben tag egy megbizhatd azonositashoz, ugyanakkor nem okozza a masodlagos
sparkok szamanak jelent6s alulbecslését. Amint egy adott spark esetében a potencialis
masodlagos sparkok azonositasa befejez6dott, a spark keresé program a kovetkez6 képkockara
Iépett és minden azon felbukkano sparkot elsGdleges sparkként kezelt (tehat az el6z6 ciklusban
masodlagosként azonositottat is), majd ezzel inditotta a masodlagos sparkok keresését. Erre
azért volt szikség, mert a masodlagos sparkok ugyanugy kivalthattak djabb sparkokat a

kornyezetiikben mint az, amelyik 6ket |étrehozta. Ismert a 4-8 tagbdl allo ,ugralé” sparkok
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(jumping sparks) fogalma, amikor a lancszerlen terjed6 sparkok sorban aktivaljak az idGben

utanuk kovetkezéket [26].

3.5.3.1. A sparkok kozotti kapcsolat erossége és annak tavolsagfiiggése

A sparkok f*(r) tapasztalati gyakorisagat ezzel a fliggvénnyel illesztve jél lathato, hogy az
elsédleges sparkok mintegy 2 um-es kdrnyezetében az Ujabb spark kialakulasanak valdszin(isége
kiemelked6en magas. A s(ir(iséggorbén az r=0 tdvolsagban egy magas csucs lathatd. Ez a csucs
mutatja azon sparkokat, amelyek az els6dleges spark kdzvetlen kdrnyezetében alakultak ki. A
csucs magassagat és szélességét a sparkok kapcsolatanak er@ssége (4) és a térkonstans (p)
hatdrozzak meg. Ha A=0, akkor a sparkok kozott nincs kapcsolat és az r=0 pont kdrnyezetében
nem jelenik meg csucs. Ekkor az elsédleges spark kdrnyezetében a sparkok varhaté gyakorisaga
megegyezik a nagy tavolsagban mért gyakorisdggal. Az 4 paraméter értéke a kisérleti adatok
alapjan 45.9, ami a sparkok kozotti erés kapcsolatra utal. A térkonstans (p) értéke 0.97 um-nek
adodott, ami azt jelenti, hogy a sparkok csak igen szlik kdrnyezetiikben vélthatnak ki Ujabb

sparkokat, hatasuk 2 um-nél tdvolabb mar elhanyagolhaté.

3.5.3.2. A sparkok modellezése

A megfigyelt adatok ellenérzése céljabdl modell vizsgalatot végeztiink. Ebben a sparkokat egy
40x40 um kiterjedésd kétdimenzids sikban modelleztiik. A CRU tavolsagot a valds érték tizedére
csokkentettiik (0.2x0.1 um) annak érdekében, hogy a valds spark frekvencianal nagyobb értéket
kapjunk, ami felgyorsitja a modell futdsat. Minden CRU-hoz azonos spontdn spark generalasi
valészinliséget rendeltiink. Ha egy CRU sparkot generalt, akkor az » koérnyezetében lévé CRU-k
tlzelési valoszinliségét a kisérleteinkben meghatdrozott ¢ értékre noveltik. A modell
vizsgalatok alapjan szamitott intrinsic gyakorisag (y) 5x10™ l/umz/ms —nek adédott, ami
jelent6s eltérés a kisérletekben meghatarozott értéktél. Az eltérés lehetséges oka, hogy az
els6dleges spark kdrnyezetében megjelend spark nem feltétleniil all ok-okozati viszonyban az 6t
id6ben megel6z6 sparkkal. A spark r sugaru koérnyezetben megjelenhet olyan spark (b) is,
amelyet egy tavolabb Iévé spark indukal. Ezek a sparkok a sparkok kozotti kapcsolatot jellemzé

(A4) paraméter tulbecslését eredményezik. Ha azonban az 4 értékét az elsé elemzésben kapott
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45.9-r6l 29.75-re csokkentjiik, a modellbsl szamitott y értéke 7.7x10™ 1/um?*/ms lett, jol

reprodukalva a kisérleti adatokbodl szamoltat.

3.5.3.3. A sparkok vizsgélata alacsony Na* tartalmu oldatban

Analitikai eljarasunkat szerettlik volna olyan viszonyok kozott tesztelni, amikor a sparkok
intrinsic gyakorisdga (esetleg egyéb paraméterei) eltérnek a nyugalmi allapotban mértektél. A
sejtek egy csoportjat ezért olyan Tyrode oldatban vizsgaltuk, melynek Na* tartalmat 145-rél 115
mM-ra csokkentettlik, ozmotikusan azonos mennyiségl n-metil-d-glucamin-nal pétolva a
hidnyzo részt. llyen kérnyezetben a szivizomsejtek SR-je Ca’' -al tultoltédik (Ca®* overload),
amely ismert médon megnoveli a sparkok gyakorisagat. Ahogy varhatd volt, ilyen viszonyok
kozott a sparkok gyakorisaga megnétt (y=4.24x10” 1/um’/ms), érdekes médon azonban a
kapcsolat er@ssége lecsokkent (4=15,31), mig a térkonstans valtozatlan maradt (p=0,97 um). A
sparkok gyakorisagat és amplituddjat alapvetSen meghatdrozza a CRU-k (Ca®'); iranti
érzékenysége. A (Ca®"); magasabb alapértéke mellett az elsédleges spark kdrnyezetében tébb
CRU aktivdlédhat, ami megmagyardzza a megemelkedett intrinsic gyakorisdgot. Az SR
megemelkedett Ca®* tartalma ugyancsak a frekvencia névekedésének irdnyaban hat [ED 29, 30].
A kapcsolat er@sségének csokkenését a sparkok amplitiddjanak valtozasa magyarazhatja.
FeltételezhetSen az &atlagos spark amplitidé Tyrode oldatban nagyobb, mint alacsony Na®
tartalmu kozegben, ugyanis a megemelkedett (Ca?); magasabb bazalis fluorescencia értéket
okoz, ami a sparkok mért amplitidéjanak csokkenését eredményezheti. Az adatok elemzése
megmutatta, hogy normadl Tyrode oldatban a sparkok amplituddja csakugyan magasabb mint
alacsony Na® tartalmu kézegben (0.136 vs. 0.117, p<10'4), ami valdszin(Usiti, hogy ezekben a

kisérletekben a sparkok szamat alulmértiik és ez vezethetett az 4 paraméter alulbecslésére.
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4. UJ MEGALLAPITASOK

A munka soran elért Uj tudomdanyos eredmények, megallapitasok és kdvetkeztetések

Izolalt eml6s kamrai szivizomsejteken meghataroztuk az elsédleges kulturaban tartas alatt
kifejl6d6 szerkezeti és funkcionalis valtozdsokat. Megallapitottuk, hogy a kultdraban
tartott sejtek elektrofiziolégiai célokra 48 6ran at megbizhatdan felhasznalhatéak.
Kifejlesztettlik a Szekvencidlis Akcids Potencial Clamp technikat, mely lehet6vé teszi tobb
iondram egyazon sejtben torténd akcids potencidl alatti mérését.

Uj, automatizalt mdédszert dolgoztunk ki a sparkok detektaldsara és elemzésére.

Akciés potencial clamp technika segitségével feltérképeztik az eml6s kamrai
szivizomsejtek kardinalis iondaramainak (lca, Incxs ltor Ik1, lkr ks ) @kcids potencidl alatti
lefutasat.

Tanulmanyoztuk az Ic, | transmuralis heterogenitasat. Megallapitottuk, hogy endocardialis
sejtekben az dram a korai csucsot kovet6en gyorsan inaktivalédik, epicardialis sejtekben
pedig az elsG csucsot koveti egy masodik csucs az incisura alatt.

Megallapitottuk, hogy az akcids potencidl incisura alatti repolarizacidja képes deaktivalni
az L-tipusu kalcium csatornat és a deaktivaldédott csatorndk reaktivacidja hozza létre az
epicardialis sejtekre jellemz6 démot.

Megmutattuk, hogy az akcids potenciadl alatt az L-tipusu kalcium csatorndk képesek
tobbszori zardddsra és megnyildasra, amely jelenség hozzajarul az akcidés potencial
formdjanak kialakitasahoz és el@segitheti a korai tipusu utddepolarizaciék (EAD)
létrejottét.

ElGszor mutattuk meg kisérletesen, hogy a kamrai szivizomsejtek klorid drama az akcios
potencial alatt két fazisu. A korai fazis a repolarizacidhoz, a késGi fazis a depolarizacidhoz
jarul hozza.

Tanulmanyoztuk a klorid aram szerepét a ritmuszavarok kialakulasaban. Megfigyeltik,

hogy a klorid aram gatlasa fokozza az utdédepolarizaciés aritmidk kialakuldsanak esélyét.
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Megfigyeltik, hogy a bikarbonat ion csokkenti kutya kamrai izomsejtekben az
utddepolarizacids aritmidk kialakulasanak gyakorisagat.

Megfigyeltik, hogy kutya kamrai szivizom sejtjeiben a befelé egyenirdnyitd kdlium aram
és a kés6i egyenirdnyitd kalium aram gyors komponense id6ben szinkronizalt mddon
mUkodik és csucsaik egybe esnek az akciés potencidl termindlis repolarizacidjanak
legyorsabb szakaszdval. Az id6beli szinkronitds ellenére a repolarizacié meredeksége és az
aramok amplituddja kozott csak az Iy, esetében taldltunk korreldciot.

Megallapitottuk tovabbda, hogy a befelé egyeniranyitd kalium aram csicsa és a késGi
egyeniranyité kalium daram gyors komponensének farokdrama frekvenciafiiggetlen
szabalyozas alatt 4ll.

Tanulmanyoztuk a késdi egyeniranyitd kalium dram lassi komponensének szerepét a
repolarizacidban. Megmutattuk, hogy az d&ram az akciés potencidl alakjanak
megformaldsaban jelentds szerepet tolt be. Feltartuk azt a koordinaciés mechanizmus,
melynek révén az dram aktivaciojat az akcids potencial platé magassdga szabalyozza.
Megallapitottuk, hogy szivben a legtobb ioncsatornara hato szer akcids potencial hosszara
gyakorolt hatdsanak eréssége az ingerlési frekvenciatdl fligg.

Uj hipotézist dolgoztunk ki a frekvencia fliggd hatasok magyarazataul. Kisérleti adataink
arra utalnak, hogy a jelenségért az akciés potencial nyugalmi hosszanak frekvenciafliggése
a felel6s. A hipotézist tobb fajon teszteltiik és megergsitettiik.

Megfigyeltik, hogy az emlés kamrai akcids potencidl alatti ionaramok variancidja egy
egész nagysagrendet ér el. Kimutattuk, hogy ugyanakkor az iondramok intenzitdsa és az
akcids potencidlok paraméterei kozott nincs kapcsolat.

El6sz6r hataroztuk meg és irtuk le a Na*/Ca®" cseredram akcids potencial alatti lefutdsat
kisérletes mddszerrel. Megmutattuk, hogy az dram inward cslcsa az utddepolarizaciok
fesziiltségtartomanyaban jelentkezik, kés6i komponense pedig az akcids potencial végén
jellegzetes utdpotencidlt hoz létre.

Megallapitottuk, hogy a patkany kamrai szivizomsejtjein megfigyelheté sparkok alakja

szimmetrikus.
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2D eljarassal el6szor mértik meg patkany kamrai szivizomsejteken a megjelené sparkok
frekvencidjat. Megallapitottuk, hogy az nagységrendileg j6 egyezést mutat a line scan
metodikaval kapott eredményekkel, de a sejtek kozott megfigyelhet6 individudlis szérast
az irodalmi értékeknél magasabbnak talaltuk.

Megallapitottuk, hogy patkdny kamrai izomsejtekben a sparkok kozotti kapcsolat
erssége és térkonstansa 4=29.75 és p=0,97 um. Megmutattuk, hogy SR Ca** -al torténé
tultoltését kovetSen (Ca®* overload) a kapcsolat eréssége csokken (4=15,31), mig a

térkonstans értéke valtozatlan marad.
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