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1. OSSZEFOGLALAS

A disszertacidban o6sszefoglalt kutatasok célja az volt, hogy kisérletes moddszerekkel
tanulmdanyozzuk a sziv iondramainak az akcids potencial kialakitdsdban jatszott szerepét, valamint a
létrejott feszultségprofil ionaramokra gyakorolt modulald hatdsat. Azt kivantuk megérteni, hogy a kozos
kommunikaciés kozegen, a membranpotencidlon keresztil az egyes iondramok miként koordindljak
egymas mukodését. Azt is vizsgdltuk, hogy milyen mechanizmus révén hangoljak 6ssze az ionaramok a
mikodésiket az akcids potencidl alakjanak meghatarozasaban. Tanulmanyoztuk az iondramok szivciklus
alatti aktivaciojat, inaktivacidjat és reaktivacidjat, valamint ezek lehetséges szerepét a normalis, vagy
koros akcids potencidl kialakitasaban. Vizsgaltuk, hogy egy adott iondram megviéltozott lefutdsa miként
madositja az akcids potencial alakjat, ezen keresztiil pedig a tébbi iondram mikodését.

A fentieken kivil elemeztik az akcids potencidl sziven bellli epicardialis-endocardialis, illetve
csucs-bazis irdnyd heterogenitasa mogott allé ionmechanizmusokat. Tanulmanyoztuk, hogy a sziv akcids
potencialjanak frekvenciafiigg6 funkcionalis és morfoldgiai valtozdsait milyen, az iondramok
mikodésében megfigyelhetd valtozdsok hozzdk létre. A vizsgalatok eml6s kamrai szivizomsejteken
torténtek és kiterjedtek a legfontosabb ismert iondramokra (I 1, la, Incxs ltos Tkts Tcrs Iks)-

Mivel a szivizom iondramainak m(ikodésében a sejt kalcium hdztartdsa kozponti szerepet tolt be,
tanulmanyoztuk a sarcoplasmaticus reticulum kalcium felszabadité mechanizmusanak miikodésében
megfigyelhetd koordinacidés jelenségeket. Megmértilk a sparkok kozotti kapcsolat erbsségét és
tdvolsagfliggését.

A vizsgalatok elvégzéséhez az altaldnosan elterjedt elektrofizioldgiai és fluorescens médszereket
alkalmaztuk. Az Uj megkdzelités miatt azonban szikség volt néhany mar korabban is elérhet6 metodika
tovabbfejlesztésére. Kidolgoztuk a szekvencialis akciés potencial clamp maddszert, amely képess tobb
iondram akciés potencidl alatti mérésére egyazon sejtben. A sparkok vizsgalatdhoz pedig egy
automatikus spark detektalé és elemzd programot irtunk, amely alkalmas a sparkok tomeges

feldolgozasara.
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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

Rovidités Magyarazat
ANTRA Antracén-9-karboxilsav
AP Akcids Potencial

APD - APD,, APDsp, APD7s,

Action Potential Duration - Az akcids potencidl hossza altalanos

APDy, értelemben, illetve 20, 50, 75 illetve 90%-0s repolarizacié értéknél mérve

APEX A kamra csucsa, illetve csucs kozeli régidja

BASE A kamrdnak a sziv bazisdhoz kozeli régidja

Chromanol Chromanol-293B

CRU Calcium Relase Unit

DAD Delayed Afterdepolarization

EAD Early Afterdepolarization

ENDO Endocardialis

EPI Epicardialis

FFF Forditott Frekvencia Flggd (hatas)

FWHM Full Width at Half Maximum, a sparkok szélességének mértéke

lcaL L-tipusu kalcium aram

lei Klorid dram

I Befelé egyeniranyitd kalim aram

Igr A késGi egyeniranyitd kalim dram gyors komponense

Is A késGi egyeniranyitd kalim dram lassu komponense

Incx Na*/Ca” cseredram

lo Tranziens outward kalim aram

RTTA Relative T-tubule Area = Konfokalis felvételen a T-tubulusok teriiletének
a sejt teljes teriiletére normalt nagysdga

RyR Ryanodine Receptor

SR Sarcoplasmic Reticulum




dc_509 12

3. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

A sziv egy komplex, nemlinearis dinamikai rendszer, melyben kdézel hisz iondaram alakitja ki a sejtek
mechanikai aktivitasat vezérlé elektromos szignalt, az akcios potencidlt (AP) [1, 2]. Ezt a komplexitast
tovabb noveli a sejtfelszini és sarcoplasmaticus reticulum (SR) membranon &thaladé Ca** &ram.
Mindezek az aramok szorosan csatoltak, vagyis bar 6ndllé szabalyozassal rendelkeznek, kozvetleniil, vagy
kozvetve hatassal vannak egymasra. Ezek a komplex szabdlyozasi viszonyok teremtik meg a lehetGséget
a sziv szamara, hogy az élet soran adddd legkilonboz6bb helyzetekhez (nyugalom, fizikai munka,
pszichés hatdsok, stressz... stb.) alkalmazkodni tudjon. Amennyiben a sziv nem tud alkalmazkodni, a
kovetkezmények fatalisak. Mivel a nyugati tipusu tarsadalmakban a sziv eredet( haldl vezeti a haldlozasi
belil elsédleges fontossagl annak megértése, hogy a kiilonb6z6 ionaramok hogyan miikédnek egyitt az
AP megformalasaban egészséges, vagy kéros viszonyok kdzott.

Azt, hogy az egyes iondramok hogyan miikédnek egyltt az AP kialakitdsaban, hagyomanyosan két
kilénb6z6 megkozelitésben tanulmanyozhatjuk. Az egyik megkdzelités matematikai modellek
segitségével rekonstrudlja az ionaramok AP alatti profiljat [3-5]. A modellben alkalmazott fliggvények és
azok konstansai nagyrészt olyan hagyomanyos voltage clamp kisérletekben meghatarozott adatokra
alapulnak, amelyeket élettanitdl eltéré iondsszetétell kozegben, négyszog, esetleg rdmpa alaku
parancsjel alkalmazasaval hataroztak meg [6, 7]. Szofisztikdlt parancsjelek alkalmazdsaval igy
meghatdrozhatd az ioncsatornak szamos biofizikai tulajdonsaga, aktivacids és inaktivaciés paraméterek,
vagy nyitva- illetve zarva-tartdsi id6tartamok. Amikor ezeket a paramétereket arra hasznaljuk, hogy
segitséglikkel rekonstrualjuk egy, vagy tobb iondram AP alatti lefutasat, a mddszer implicit mddon arra a
feltételezésre épiil, hogy az élettani viszonyok és a kisérleti korilmények kozotti jelent6s eltérések
ellenére az ioncsatornank mindkét esetben ugyanugy fog m(ikodni. Ez a feltételezés azonban nemcsak
nem bizonyitott, de mar a legkorabbi AP rekonstrukcids prébalkozasok soran komoly ellenérvek
meriltek fel ellene. Elég csak az L-tipusd kalcium dram (lc,;) AP alatti lefutdsaval kapcsolatos
ellentmondo tapasztalatokat példaként megemliteni. A hagyomdnyos voltage clamp adatokra alapozva a

csatorna inaktivacios kinetikdjara a kiilonboz6 forrasok tobbféle leirdst is adtak [3]. Ezek mindegyike
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megfelel6en egybevagott a hagyomanyos, négyszog alakd parancsjelet alkalmazé voltage clamp
kisérletekben megfigyeltekkel, de az Ic,, AP alatti viselkedésére alapvetSen kilonb6z8 megoldasokat
adtak. Mig a hagyomanyos modell a platé alatt monoton médon csékkend Ic, —t josolt, Rasmusson féle
modellben az Ig -nak hosszd, fenntartott szakasza volt. A Hadley-Hume féle inaktivaciés modell
értelmében pedig az I, az AP harmadik fazisa alatt jelent8sen reaktivalédna és egy, a korai felszalld
szarnal is magasabb farokdramot képezne [3]. Minden ellentmondasossaga ellenére, a sziv
Az iondramok AP alatti lefutasanak meghatdrozdsat célzé6 masik metodika mentes az el6z6ekben targyalt
hibaktdl. Az Akcids Potencidl Clamp néven ismert mddszer élettani ionkoncentraciok mellett, a sejt sajat
AP-je segitségével méri a kivant aramot [8-14]. Ily mddon extrapolaciok helyett a kivant aramot
kozvetlenlil mérhetjik meg. A mddszer kdzel husz évvel a hagyomanyos voltage clamp eljards sziv
elektrofiziolégiai bevezetése [15] utan keriilt kidolgozasra és valdszinlileg a magas technikai
kovetelmények miatt ma sem tekinthets széles korben elterjedtnek [16].

Ha megbizhaté mddon ismerjiik az iondramok AP alatti lefutdsat, lehet6ségiink van megvizsgalni a
kozottiik fennalld kapcsolatokat, csatoldsokat. Tanulmanyozhatjuk, hogy az egyes dramok milyen médon
jarulnak hozzd az AP egyes szakaszaihoz, milyen mértékben vesznek részt a depolarizacido és
repolarizacid meghatdrozasaban, illetve egyltttmikodésik milyen szabalyozdsi mechanizmusokra alapul.
kézenfekvé moddja a membrdnpotencidlon keresztil torténé kommunikacié. Amikor egy iondram
aktivalédik, a membranpotencidlt az dramot szallité ion egyensulyi potencialjanak irdanydba mozditja. A
membranpotencidl valtozas a tébbi ioncsatorna aktivacios és inaktivacios sebességét modositani fogja,
mely a tobbi ionaram mikodésében és igy a fesziltségprofil alakulasaban tikrozédni fog. Disszertaciom
célja azon vizsgdlataink sordn nyert eredmények bemutatdsa, amelyekben a kamrai szivizomsejtek
iondramainak AP alatti lefutasat és a kozottiik feltarhatd koordinacids jelenségeket tanulmanyoztuk. A
szivizomsejtek mikodésének a membranpotencidl mellett egyik legfontosabb vezérl§ szigndlja a
sejtplazma Ca®* koncentracidja. Mivel egyrészt a Ca” kiemelt jelentSségli aramok (lcar, lcat)
toltéshordozdja, masrészt szamos ionaram modulatora, természetes mddon adddott az SR Ca”

felszabadité mechanizmusainak tanulmanyozasa is.
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3.1. Modszertani fejlesztések

A koordinacios vizsgalatok csakis megbizhatéan mért ionaramokon végezhet6ek el. Ezért a kutatasi cél

megvaldsitdsahoz sziikség volt bizonyos mddszertani el6relépésekre.

3.1.1. A sejtekben a tarolds soran bekovetkezé morfologiai és funkcionalis

valtozasok megfigyelése

Az izoldlt sejteket a legtobb laboratdrium az izoldlast kévet6 6-12 6ran beliil tekinti felhasznalhatdnak. A
hosszabb id6n at torténd tarolas, illetve kulturaban torténd fenntartas érdekében az elmult években
jelent6s erdfeszitések torténtek. Ezen eréfeszitéseket nem egyszerlien gazdasagossagi, hatékonysagi
vagy etikai megfontolasok alapjan tették. Bizonyos metodikak (expresszids vizsgalatok, elektromos,
humorilis, vagy mechanikai remodelling tanulmanyozasa) az izolalt sejtek 48-72 6ran at kulturaban
torténd tartasat igénylik [17-19]. Novekv6 szamu megfigyelés |atszik igazolni, hogy a kultiraban tartott,
vagy egyszerlen csak 12-24 6rdn tul tarolt izoldlt szivizomsejtek nem &rzik meg korlatlanul izoldlaskori
tulajdonsagaikat, hanem a tdarolasi kornyezethez adaptdlddnak, minek kovetkeztében benniik szerkezeti
és funkcionalis atalakuldsok zajlanak le [20-25]. Tébb munkacsoport igyekezett kifejleszteni olyan
tenyésztési, taroldsi technoldgiat, amely biztositja a szivizomsejtek szeparalaskori tulajdonsagainak
megGrzését [21, 26-30], de a probléma korantsem tekintheté megoldottnak. Mindezen korilmények
ismeretében indokolt kisérleti modelliinkben egy olyan megbizhatdsagi teszt elvégzése, amelynek soran
megvizsgaljuk, hogy az altalunk izolalt sejtek mennyi ideig 6rzik meg eredeti tulajdonsagaikat. Célszer( a
vizsgalatokat a varhatd felhaszndldsi idén (24-48 6ran) tulra kiterjeszteni, hogy ha bizonyos trendek csak
kés6bb valnak felismerhetévé, azokkal mar kordbban is szamolhassunk. Ez iranyu vizsgalatainkat ezért a

frissen izolalt sejtek elGallitasat kovetGen 6t napon at folytattuk.

3.1.2. A Szekvencialis Akcids Potencial Clamp technika jelentosége

AZ AP Clamp technika mintegy huszéves fejl6dése alatt folyamatos tokéletesitéseken ment keresztiil, de
valamennyi tovabbfejlesztési |épés soran megdbrizte azt az alapvetd jellemzGjét, hogy egy sejten csupdn
egyetlen dram megmérésére volt lehetdség [16]. Az altalunk célként kitlizott koordindcids vizsgalatok
azonban sokkal megbizhatébban végezhet6ek el, ha az iondramok ugyanazon sejtben keriilnek
meghatdrozasra. Ezért célul tlztiik ki, hogy megalkossuk az AP Clamp technika tovabbfejlesztett

valtozatat, az dltalunk Szekvencidlis Akcids Potencial Clamp technikdnak nevezett moddszert, amely
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alkalmas tébb iondramnak egyetlen sejtbdl torténé meghatarozasara. A modszert sikeresen kidolgoztuk,

publikaltuk [6], részletes leirasa a Mddszerek fejezetben talalhatd.

3.1.3. Uj, automatizalt médszer a sparkok detektalasara

Az SR Ca’* felszabadité mechanizmusaban megfigyelhetd koordinacids jelenségek vizsgalatahoz tébb
ezer spark elemzésére volt sziikség, amely a hagyomanyos, egyenként torténé manualis mddszerrel
kivihetetlen. Ezért mddszertani fejlesztésként elsé Iépésben egy automatikus spark felismerd és elemzé
program elkészitését tlztik ki célul. Az Uj mddszer megbeszélése a sparkok tulajdonsagaival valé szoros

tematikai 0sszefliggése miatt az Eredmények és Kovetkeztetések cim( fejezetben torténik.

3.2. lonaramok koordinacidja

A koordindcids viszonyok tanulmdnyozasdhoz Ap Clamp médszerrel jellemezziik az egyes ionaramok AP
alatti lefutdsat, illetve tanulmanyozzuk, hogy az aram gatldsat kovetéen az AP konfigurdcidban milyen
valtozasok figyelhet6éek meg. Amennyiben a vizsgalt dram a sziven belil regionalis inhomogenitast

mutat, ennek karakterizalasat is elvégezziik.

3.2.1. lonaramok transmuralis heterogenitasa

Jellegzetes teriileti eltérések figyelhet6ek meg az AP alakjdban a kamrafal egyes rétegei kozott az
eml@sfajok jelentds részében [31-36]. Ez a transmuralis heterogenitas a leger6sebb kutya esetén, ahol a
subepicardialis (EPI) sejtek AP-jének elsé fazisdban egy mély incisura taldlhatd, |étrehozva ezzel a
jellegzetes ,spike and dome” konfiguraciét. Ezzel szemben az endocardialis (ENDO) oldalon talalhaté
sejtek AP-jén lapos platd szakasz figyelhetdé meg [31]. A két fellletes réteg kozotti részt az M-sejteknek
nevezett (MID), a szivizomzat mintegy 80%-at kitevé réteg alkotja [35, 37, 38]. M-sejtek azonban nem
csak ebben a régidban taldlhatdak, hanem a két felliletes réteg sejtjei kozé keveredve is el6fordulnak
[39, 40].

Az AP morfoldgidjdban talalhaté transmuralis heterogenitas okai mar régen ismertek. Az EPI AP-k
incisurajat létrehozo tranziens outward aram (l,) nagy denzitdsban van jelen EPI sejtekben, szinte
teljesen hidnyzik az ENDO sejtekbdl és atmeneti expressios szinten mutathatd ki MID sejtekben.
Feltételezhet6 azonban, hogy a jellegzetes AP inhomogenitast okozd I,—n kiviil tovabbi ionaramok is
rendelkeznek valamilyen foku transmuralis heterogenitassal. llyen adatok kutya kamrai sejteken ez ideig

nem keriiltek kozlésre. Munkank soran célul tlztiik ki a f6bb ionaramok és a létrehozdsukban szerepet
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jatszo ioncsatorndk fehérje expresszids szintjének transmuralis irdanyu jellemzését, korreldcidjuk

vizsgalatat.

3.2.2. Az egyes iondaramok szerepe az AP kialakitasaban

Az iondaramok AP formdldsdban betoltott szerepének megismerése jelent6ségét tekintve messze
tulmutat az elméleti kutatdsok korén. A sziv eredetl haldlozas hatterében az egyik leggyakoribb tényezd
a szivritmuszavarok akut, vagy kronikus formdja [41-45]. A ritmuszavarok kezelésében, nem meglepd
madon, tébb olyan készitmény haszndlatos, melyek hatdsukat az iondramok moduldldsan keresztil fejtik
ki [46-48]. Az egyes iondramok és az AP fesziiltségprofilja kozotti koordindcid megértése tehat kdzvetlen

klinikai jelent&séggel bir.

3.2.2.1. Az L-tipusu kalcium aram szerepe az AP alakitasaban

Az AP platé fazisdnak legfontosabb depolarizalé drama nemcsak elektromos toltésszallitoként vesz részt
az AP formalasdban, hanem az altala szallitott Ca**-ok kozponti szignalizacios szerepe is kiemelt
fontossagu. Azon tul, hogy I, a kontraktilis rendszer aktivaldasahoz sziikséges Ca’*-t szallitja a sejtbe, a
systole-diastole ciklus soran valtozé (Ca®*); révén a kalcium érzékeny ionaramokat is modulalja [49-51].
Ismert, hogy amplituddjanak novekedése jelenté6sen megndveli a ritmuszavarok kialakuldsanak
kockazatdat [51-54]. Bar kisérletesen igazolni nem sikeriilt, az &ram AP alatti reaktivaciéjat tartjak a korai
tipust utddepolarizaciok (EAD: Early Afterdepolarization) egyik lehetséges okanak [55-57]. Az AP
felszalld szarat kovetSen gyorsan aktivalddik, majd a vizsgalt fajtél fliggben kilonbozé Gtemben lecseng.
A platd fenntartasaban sokdig kizardlagos funkciét tulajdonitottak neki [3, 11-13], de az utdbbi években
kozolt adatok fényében mar biztosnak latszik, hogy ebben a szerepében a késGi tipusd natrium drammal
(Ina) osztoznia kell [58-61]. Munkdnk sordn els6sorban a I, AP alatti profiljat, annak transmuralis
heterogenitasat és az aram patoldgids viszonyok kozott jatszott lehetséges szerepét kivantuk

tanulmanyozni.

3.2.2.2. A klorid aram szerepe az AP alakitasaban

A kamrai szivizomsejtek klorid aramainak elektrofizioldgiai jelentGségét illetéen ismereteink sok
bizonytalansagot tartalmaznak. A bizonytalansag egyik legfGbb oka, hogy a membran két oldala k6zott a
CI" koncentracié megoszlasi viszonya, ennek kovetkeztében a Cl" egyensulyi potencidl pontos értéke nem

ismert. Az irodalomban taldlhatd értékek nagy része indirekt kovetkeztetésre alapul. Nem meglepd
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madon, bar az egyensulyi potencidl becsiilt értékét a legtébb tanulmany -65 és 40 millivolt kozé teszi,
annak pontos értékében is tobb tiz millivoltos eltérést talalunk a kiilénb6z6 forrdsok esetében [62-64]. A
probléma megkerilésére a vizsgdlatokat gyakran szimmetrikus CI tartalmu kozegben végzik, amely
lehet6vé teszi a klorid csatorna biofizikai vizsgalatat, de nem segit megérteni a ClI élettani szerepét [63,
65]. A nagyfoku bizonytalansdgot tovabb ndveli, hogy az eddig megismert CI" csatorndk szdmos
intracelluldris szabalyozoé faktor (Ca®* koncentracid, cAMP szint, ozmotikus aktivitas) szabalyozdasa alatt
allnak [62, 64]. Ennek kovetkeztében a sejt mindenkori allapota, szignalizacids szintjeinek aktivitasa a
klorid dram (Ig) nagysagat jelentGsen befolyasolja. A CI° dramok vizsgalatat napjainkban erGsen
megneheziti az a tény, hogy valdban specifikus, kis koncentracidban hatékony gdatlészerekkel nem
rendelkeziink.

A sok bizonytalansdg ellenére viszonylagos egyetértés all fenn abban a tekintetben, hogy pozitiv
membran potencial értékeken a klorid aram (Ig) a repolarizacidhoz jarul hozza [62, 64]. A repolarizacio
el6rehaladtaval, ahogy a membran potencidl kozelit a ClI" egyensulyi potencidl értékéhez, ez a
hozzdjarulds fokozatosan csdokken, majd a negativabb fesziiltségértékeken az dram mar depolarizald
hatdsu. A depolarizalé dramirdny miatt felvet6dott annak lehet6sége is, hogy a I kozvetlenil részt vesz
a késGi utddepolarizacidk létrehozasaban is. A Szigeti és mtsai altal javasolt modell értelmében az SR-bdl
torténd spontan Ca”* felszabadulds nemcsak a Na*/Ca®* cserearamot aktivalja, hanem a Ca®* érzékeny CI
aramot is; megfigyeléseik szerint az I a DAD létrehozasahoz sziikséges aram felét is szolgaltathatja [65].
Jelen munka keretei kozott két cél megvaldsitasat tlztik ki. Egyrészt, AP clamp mddszerrel meg kivantuk
hatarozni a kutya kamrai izomsejt CI" aramanak (¢, ) AP alatti lefutdsat. Ehhez az antracén-9-karboxilsav
(ANTRA) érzékeny dramot mértiilk meg. Masrészt azt kivantuk vizsgalni, hogy ebben a modellben az I
gatlasa hogyan befolyasolja az utddepolarizaciok kialakuldsat. Az altalunk haszndlt gatlészer tobb CI
aramot is gatol. Ezért megfigyeléseink nem specifikusak a CI" aramok egy adott tipusara, a
diszkusszidban is az altaldnos I megnevezést hasznaljuk nem feledve, hogy ez a megnevezés egy tébb,

heterogén tagbdl allé csoportot takar.

3.2.2.3. A késdi egyeniranyito kalium aramok szerepe az AP alakitasaban

Részben taldn az I, kis amplitiddjabdl ered6 technikai nehézségekre vezethetd vissza, hogy az dram AP
alakitdsdban betoltott szerepével kapcsolatosan meglehetdsen szélsGséges vélemények ismertek. Mig
taldlhatunk olyan adatokat és kovetkeztetéseket az irodalomban, hogy az I a kamrai szivizomsejtek
egyik fontos, az AP hosszat meghatdrozé arama [66-68], addig mas adatok arra utalnak, hogy az dram

szerepe elhanyagolhatdé [69, 70]. Az aram szerepére vonatkozdé kovetkeztetések nagy részét olyan
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kisérletekbdl vontak le, amelyekben az Iy, gatlasat kbveté AP hossz valtozasat elemezték. A kisérletek
egy részében a gdatlast kovet6en az AP hosszanak hatdrozott nyulasat figyelték meg [66-68, 71], mig mas
beszamoldk szerint a nyulds jelentéktelen mérték( volt, vagy alatta maradt a szignifikancia szintnek.
Ezeket az eltéréseket kezdetben interspecies, vagy a kisérletek koriilményeiben jelenlévé
kiilonbségeknek tulajdonitottak, de a megfigyelések szamanak névekedésével egyre nyilvanvaldbba valt,
hogy az ellentmondd adatok magyardzata mashol keresendd. Varrd és mtsai megfigyelése szerint
Purkinje rostokon az I, hozzajaruldsa az AP repolarizaciéjadhoz az APD novekedésével egyre jelentGsebbé
valik [72]. Masok azt talaltak, hogy kutya [73] és human [74] kamrai sejteken az Iy, repolarizacidhoz vald
hozzajaruldsdnak mértéke megnd a beta adrenerg ingerlés hatdsara, ami kézismerten roviditi az AP-t.
Ugyanakkor ismert volt, hogy in vivo kérilmények kozott - altatott kutya modellben — az Ix; gatlas teljes
beta blokdd esetén is nyujtja az AP-t [68]. Feltételezésiink szerint a diverz megfigyelések hatterében az
AP morfolégiaja és az Iy, kozotti komplex kapcsolat allhat, amit csakis az AP fesziiltségprofiljanak és az Iy

kinetikajanak 6sszehasonlité mechanisztikus vizsgalata tarhat fel.

3.3. A sparkok koordinacidja

Koordindciés jelenségeket nemcsak az iondramokon tételezhetlink fel, hanem az elemi kalcium
felszabadulasi jelenségeken, a sparkokon is. Minthogy a Ca”** a sejtek legismertebb és talan legtobbet
tanulmanyozott regulatora, az iondramok mikodésének megismeréséhez, koordinacids viszonyainak
leirasahoz sziikséges a sparkok m(ikédésében tapasztalhatd koordinacios jelenségek feltardsa. A sparkok

koordinacioja alatt azok 6sszehangoltsagat értjik.

3.3.1. Jelenlegi ismereteink a sparkok kozo6tti kapcsolatrol

A kalcium felszabaditd egységek (CRU: Calcium Release Unit) az SR felszinén taldlhaté Ryanodine
receptorokbdl (RyR) allé diszkrét strukturak. Térbeli elkilonitésiik esszencidlis az excitacids-kontrakcios
kuplung mikodéséhez. Ha az egyes CRU-k nem volndnak térben elkilonitve, egyetlen Ryanodine
receptorbdl térténd spontdn kalcium felszabadulds az egész sejtre kiterjed6 regenerativ jellé valhatna
[75]. A CRU-k mikodésének diszkrét jellege a sparkokban nyilvdnul meg [76-79]. A sparkok az SR-bél
torténd lokalizalt Ca** felszabadulds eredményeként jonnek létre. Mai ismereteink szerint a CRU-k
elhelyezkedése az SR membranjaban igen szabalyos. A Z-vonal mentén mért tavolsaguk elektron
mikroszkdppal 0.3-0.4 um [80], RyR ellenes antitestek segitségével, konfokdlis mikroszképpal mérve

0.65-1 um [81, 82], mig a sparkok kozotti tavolsag alapjan becsiilve 0.8-2 um-nek adédik [83, 84]. A
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szivizomsejtek hossztengelye mentén a CRU-k tavolsaga megfelel a Z-vonalak tavolsaganak, azaz =2 um
[81, 85]. Ezek a tavolsagértékek nyilvanvaldan sziikségesek lehetnek annak megakadalyozdsara, hogy a
Ca’* jel kontrollalatlanul terjedjen végig az SR-en, ugyanakkor nem teszik lehetetlenné az egyes CRU-k
kozotti kommunikacidt. Bizonyos korilmények kozott a Ca®* diffizidja révén a CRU-k kozotti
kommunikacié lehetdséget teremthet kalcium hulldmok kialakuldsdra [86-88]. Ezen tulmendéen, Parker
és mtsai megmutattdk, hogy a sparkok kozelében gyakrabban tlinnek fel Ujabb sparkok mint a sejt
tdvolabbi részein. A jelenség magyarazaként feltételezték, hogy a CRU-k kozotti kommunikacid révén
egy spark képes Ujabb sparkokat kivaltani [83] , vagyis a sparkok képesek koordindltan megjelenni. Ezen
triggerelt sparkok kizarélag olyan line scan felvételeken voltak lathatdak, ahol a detektor a Z-vonalakkal
parhuzamos iranyultsagu volt, vagyis a sejtek hossztengelye mentén a sparkok kommunikacidjat nem
sikerilt kimutatni. Ezt a megfigyelést jél aldatdmasztja az az ismert tény, hogy a Z-vonallal parhuzamosan
a CRU-k tavolsdga 0.5-1 um kozott van, mig a sejtek hossztengelyével parhuzamosan a tdvolsag tobb
mint 2 um. Hasonldé megfigyelésekrdl vazizom sejteken is beszamoltak [89]. Jelenlegi tudasunk szerint
tehdt a sparkok képesek a kdrnyezetiikben taldlhaté CRU-k aktivdlasara, azaz Ujabb sparkok kivaltasara.
Az el6z6ek figyelembevételével feltételezhetd, hogy egy adott spark annal kdnnyebben tudja aktivalni a
koérnyezetében taldlhatd inaktiv CRU-t, minél kozelebb helyezkedik az el hozzd. Munkdnk soran célul
tlztik ki ennek az aktivalasnak a tanulmdanyozasat. Meg akartuk ismerni két ok-okozati viszonyban allé
spark kapcsolatanak erdsségét, a kapcsolat tavolsagfliggését, tehat azokat a tényezGket, amelyek a

sparkok koordindciéjat meghatarozzak.

3.3.2. A sparkok koordinacidjanak gyakorlati jelent6sége

A sparkok (RyR-ok) jellemz&inek pontos megismerése révén érthetjik meg az elektromechanikai
kapcsolat pontos miikodését a szivben. A szivizomsejten beliil terjedé Ca** jel koordinélja az SR-bdl
torténd Ca’* felszabadulast, ily médon a mechanikai aktivitast [90]. Az, hogy a szomszédos RyR-ok
mikodése milyen mértékben Osszehangolt, illetve az 6sszehangoldsban milyen szerepet jatszik a
kozottuk létrejové direkt kapcsolat, kézvetleniil befolydsolja a sejtciklus sordan megfigyelhetd Ca®
koncentracié valtozasokat, ennek kovetkeztében a Ca®* -fiiggd ionaramok, vagy a mechanikai valasz
dinamikdjat. Ezen tul ismertek patoldgias viszonyok, amikor néhany spark egyesiilése révén sejten belil
tovaterjedd Ca®* hullamok johetnek létre [86, 87], amelyekrdl tudott, hogy abnormalis AP-t valthatnak
ki, ritmuszavart eredményezve [91-94]. A probléma tehat egyrészt elméleti jellegli, masrészt azonban

kozvetlen klinikai vonatkozasai is vannak.
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3.3.3. Az esGcsepp analdgia

A sparkok latvanya a kamrai szivizomsejteken sok hasonldésagot mutat a pocsolyak felszinére hulld
es6cseppek altal kivaltott hullamgylrlikkel. Egy ilyen hulldm elvileg két uton johet létre. ElsGsorban
kivalthatja egy, a felh6kbdél lehulld esGcsepp. A becsapddd esGesepp azonban id6nként tovabbi
szertefroccsend vizcseppeket kelt a viz felszinén, melyek kis tavolsagon belil lehullva ujabb
hullamgyriket valtanak ki: ez a mdsodik lehet6ség (40. dbra). Amikor a sparkok koordindcidéjanak
megismerése céljabdl az individualis sparkok kdzotti kapcsolat erdsségét, illetve a kapcsolat erésségének
tdvolsagfliggését kivanjuk tanulmanyozni, a feladat hasonlé ahhoz, mintha meg akarnank mondani, hogy
mennyi annak a valdszinlisége, hogy a pocsolya felszinén lathaté hullamgydir(it egy kordbbi esécsepp
altal adott tavolsdagban szétfoccsentett vizcsepp valtotta ki. Els6 megkozelitésben természetes
megolddasként kinalkozik a lehet6ség, hogy minél kozelebb van egy spark az 6t id6ben megel6z6
sparkhoz, annal valészinlbb, hogy ok-okozati viszony all fenn kozottiik. Nem szabad azonban figyelmen
kival hagyni a tényt, hogy stochasticus eseményekrdl 1évén sz6, egy sparkot (esGcseppet) kévets Ujabb
spark (esGcsepp) azonos valdszinlséggel jelenik meg a sejt (pocsolya) minden pontjan, igy a korabbi
spark (esGcsepp) szomszédsagaban is. Vagyis, két spark esetén az egylttes, vagy id6ben kozeli
megjelenés egyarant utalhat ok-okozati viszonyra, vagy koincidenciara. A feladat ilyenforman annak
meghatdrozasa, hogy egy spark pdr esetén a tdvolsag miként befolyasolja az ok-okozati viszonyt, illetve a
koincidenciat. A kitlizott feladat megoldasara statisztikai mddszert valasztottunk, amelynek eredményeit

matematikai modell segitségével kivantuk ellendrizni, illetve megerésiteni.

3.3.4. A munkahipotézis megfogalmazasa és tesztelése

A statisztikai modszerrel ellenérizhet6 munkahipotézist igy fogalmaztuk meg: ha az egyes sparkok kozott
ok-okozati viszony all fenn, a sparkok kornyezetében egy uUjabb spark kialakuldsi valdszinliségének
nagyobbnak kell lennie mint a nagyobb tavolsdgban mértnek. A munkahipotézis megfogalmazasakor két
bioldgiai szempontbdl indokolt feltételt adottnak vettlink. Egyrészt feltételeztiik, hogy a sparkok
kapcsolata kizardlag er6sit6 jellegl, vagyis egy spark kizardlag fokozhatja és sosem csdkkentheti egy
masodlagos spark kialakuldsi valészinliségét. Masrészt feltételeztilk, hogy a tdvolsag novekedésével a
sparkok kozotti kélcsonhatas eréssége csokken.

Amennyiben a sparkok kozott nincs ok-okozati viszony, az elsGdleges spark kornyezetében a sparkok
kialakulasi valdszinlisége azonos azzal, amit tavolabb mérhetlink. Minél er6sebb kapcsolat van két spark

kozott, anndl nagyobb eltérésnek kell mutatkozni a spark szomszédsagaban és a sejt tavolabbi teriletein
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mérhet6 kialakulasi valdszinlségek kozott. Meg kell hatarozni tehat valamennyi spark esetén a tobbi
sparktél mért térbeli tavolsagot és id6beli kiilonbséget (kapcsolasi idG). Ezekbdl az adatokbdl lehetbvé
valik a sparkok kialakuldsi valdszinlségének meghatdrozdsa a tdvolsag fliggvényében. Mivel a
feltételezett kolcsonhatds tavolsagfliggésérél semmiféle el6zetes ismerettel nem rendelkeziink, ugy
dontottink, hogy becslés, vagy prekoncepciék alapjan feldllitott statisztikai osztalyok helyett
megkonstrualjuk a sparkok kialakulasi valészinliségének tavolsag fliggését, mas megfogalmazassal
eloszlas gorbéjét (valdszinliség versus tdvolsag). Amennyiben a sparkok kialakuldsa kozott nincs ok-
okozati viszony (nulla kapcsolat), az eloszlasfliggvény egy egyenes kell legyen, hiszen ha a sparkok
azonos valdszintséggel fordulnak el§ a szivizomsejtek teljes teriiletén, akkor a kialakuldsi valdszinliségiik
a vizsgdlt sugarral aranyosan né. Ha a sparkok kialakuldasa kozott oksagi viszony van, a kapcsolat
erdsségétdl és tavolsag fliggésétdl fliggben az eloszlasgorbén egy helyi csticsnak kell mutatkoznia (41.
abra). Ebben az esetben ha az eloszlasgorbe linearis szakasza segitségével meghatarozzuk a sparkok
intrinsic kialakulasi valdszinliségét (a referencia sparktél olyan tavolsagban, ahol a kélcsénhatasok mar
nem érvényesiilnek), ezt levonva a kialakuldsi valdszinlségbél (A panel) megkapjuk a kapcsolat

erdsségének tavolsagfliggését (B panel).

3.3.5. Korlatozo tényezok és azok megoldasa - a vizsgalat kiterjesztése

A sparkok kummulativ kialakulasi valdszin(isége elméletileg a tavolsag ndvelésével aranyosan névekedne
a végtelenig (végtelen nagy méretl sejt esetén), ezzel fokozva az intrinsic kialakulasi valdszinliség
robosztussagat. Azonban a szivizomsejtek véges kiterjedése miatt amint egy adott sparktél mért
tavolsag eléri a sejt legkodzelebbi szélét, a kummulativ kialakulasi valdszinlség csokkenni kezd (ED4 abra,
C panel). Ez er6sen behatdrolja a statisztikai modszerek (pl. linearis regresszid) erejét. Ezt kivédhetnénk
azzal, hogy a kialakulasi valdszin(iségeket ne a tdvolsag, hanem a teriilet fliggvényében elemezziik, ekkor
a sejthatarok elérése miatt nem kellene lemondanunk a sparkok egy részérél. Csakhogy a sparkok
kozotti kolcsonhatas feltételezhet6en nem az altaluk behatarolt terilettél, hanem tdvolsaguktdl fligg,
vagyis nem valna lehet6vé a kit(izott probléma vizsgalata.

Tovabbi technikai nehézség, hogy egy adott sejtrél a fototoxicitas miatt csak rovid - 10 masodpercnél
nem hosszabb - felvétel készithet6, amely idé alatt sejtenként kb. 8-10 sparkra lehet szamitani. Ez a
szam a frekvencia meghatarozas szempontjabdl igen ritka eseménynek felel meg, jelentésen gyengitve a
statisztikai mddszer megbizhatdsagat, erejét.

Mindkét technikai probléma orvosoldsara ugyanaz a megoldas: a mintaszam novelésével kell fokozni a

statisztikai eljardsok robosztussagat, azaz a mérést nagy sejtszamon kell elvégezni. Az irodalomban
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taldlhaté korabbi elemzések legfeljebb 20-50 spark vizsgalatara alapultak, az altalunk kitlizott cél
megbizhatd eléréséhez azonban tdbb ezer sparkra van sziikség. llyen nagyszamu spark hagyomanyos,
egyenkénti, manualisan torténd elemzése igen idSigényes feladat. Ezért el6szor egy olyan automatikus
spark analizaléd program elkészitését tliztik ki célul, amely képes tobb ezer spark megbizhaté
felismerésére és elemzésére. Ekkora adatbazis azonban mar jéval tébb irdnyban hasznosithatd, mint ami
létrehozdsdnak kozvetlen célja. Ezért a meglév6 adatokat mas szempontok szerint is hasznositottuk.
Tanulmanyoztuk a sparkok gyakorisaganak statisztikai jellemzéit, valamint az egyes sparkok morfoldgiai

sajatsagait is.
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4. CELKITUZESEK

Munkam soran az emlds kamrai szivizomsejtek ionaramainak akciés potencial (AP) alatti dinamikajat és

koordinaciéjat kivdantam megismerni. Tanulmanyozni kivantam az egyes iondaramoknak az AP alatti

profiljat és az AP kialakitdsaban jatszott szerepét. Vizsgalni kivantam, hogy az AP feszliltségprofilja

hogyan hat vissza az egyes iondramok dinamikajara és a sejtmembrdn feszliltségvaltozasan keresztil az

egyes ionaramok hogyan moduldljak egymas mikodését.

10.

Ennek soran az aldbbi feladatok elvégzését tliztem ki célul:

A kisérleti modell, az izolalt kamrai szivizomsejt megbizhatdsaganak, stabilitdsanak tesztelése. Az
izolalt szivizomsejtekben az izolalast kdvet6en a felhaszndldsig terjed6 id6ben bekovetkezd
szerkezeti és funkciondlis valtozasok jellemzése.

Az Akcids Potencial Clamp technika tovabbfejlesztése. A mddszer alkalmassa tétele tobb iondram
mérésére ugyanazon sejtbél.

Az emlGs AP alatti legjelentGsebb iondramok (Ica 1, lai, Incxs los lkas lke Iks) profiljdnak meghatdrozasa.
Az dramprofilok sziven belili inhomogenitasanak jellemzése.

A vizsgalt iondramok potencidlis szerepének tanulmanyozasa utddepolarizaciés aritmidk (EAD,
DAD) esetén.

Az egyes ionaramok szerepének feltarasa az AP kialakitasban, alakjanak meghatarozasaban.

A kamrai szivizom ionaramai kdzotti koordinacids jelenségek tanulmanyozasa.

szempontjabdl.

Az Iy, repolarizacidban jatszott szerepének vizsgalata.

Az I, potencidlis farmakologiai célpontként vald vizsgalata, az dram moduldlasanak terdpias
stratégiakénti elemzése ritmuszavarokban.

Az | szerepének tisztdzdsa az utddepolarizacids aritmiak kialakuldsaban.
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Az intracellularis pH pufferelésében szerepet jatszé bikarbonat ion mechanikai valaszban és
ritmuszavarokban jatszott szerepének tanulmdanyozdsa.

Az AP paramétereinek (hossz, platdé magassag) frekvenciafliggéséért felel6s ionaramok
tanulmdnyozasa.

A forditott frekvenciafliggés néven ismert jelenség mechanizmusanak vizsgdlata kutya és mas
eml6sok kamrai szivizomdban.

Olyan automatikus spark felismer6 algoritmus/program kifejlesztése, amely lehetévé teszi
konfokalis mikroszkdppal késziilt felvételeken nagyszdmu spark automatikus detektalasat és
elemzését.

A kamrai szivizomsejteken megfigyelhet6 sparkok morfoldgiai sajatsagainak leirdsa, kiterjedésiik
szimmetria viszonyainak jellemzése.

A sparkok egy sejtre vonatkoztatott gyakorisdganak, frekvencidjanak meghatarozasa.

A kummulativ és intrinsic kialakulasi valdszinliségek alapjan két spark kozotti kapcsolat
erGsségének és térkonstansdanak meghatarozdsa kontroll viszonyok kozott, valamint az SR

taltsltését kovetSen (Ca** overload).
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

A disszertacidban targyalt valamennyi kisérlet elvégzése elStt beszereztiik az elGirt etikai és szakhatdsagi
engedélyeket. Az allatkisérletes munkakhoz rendelkeztiink az intézményi Aallatkisérleti bizottsagok
engedélyeivel. Kooperacidos munkdk esetén az egylttm{kods intézetek kolcsondsen betartottak
valamennyi résztvevé intézmény allatkisérletes munkdakra vonatkozé elGirdsait és szabalyait.

A kisérletek sordn hasznalt valamennyi anyag, vegyszer és reagens legaldbb Sigma-Aldrich “sejtkultdran

tesztelt”, vagy annal jobb mingségi fokozatu volt.

5.1. Sejtizolalas

Az elektrofizioldgiai kisérletekhez hasznalt szivizomsejtek elGallitdsa enzimatikus mddszerrel tortént a
coronaria rendszeren keresztlli perfuzidval. Kisérleti allatbdl térténd izolalds esetén az allat szivét mély
altatdsban a mellkas feltarasa utdn kiemeltlik. Kiseml6sok szivét Langendorf mddszerrel perfundaltuk.
Kutyasziv esetén az eliils6 leszalld coronaria ag ellatasi teriiletét az aorta gyodkkel egybefliggéen
kimetszettik és a bulbus fel6l kandldltuk. Human mintak izoldldsakor a kapott kamrafal darabokat
hasznaltuk fel egy subepicardialis coronaria agat kandildlva, illetve perfundalva.

Az izolalas soran a coronaria agakon &t 50 uM/I Ca®* koncentracidju szdvettenyészté oldatban (JMEM,
SIGMA) 1 mg/ml koncentracidji collagenase enzimet perfundéltattunk 32 °C-on a szovet
elfolydsoddsdig. Ezt kovetben a szovetet enzimmentes perfuzids oldatban diszpergdltuk és tébbszords
sz(irés, valamint tilepités soran a kiszabadult sejteket felszall6 Ca** koncentracidju oldattal mostuk. A
legalabb hat 1épésbdl all6 mosasi sorozat végén a sejtek 2 mM/I Ca®* koncentraciéju oldatban keriiltek

tarolasra. A taroldas 14 °C-on tortént, a sejtek az izoldlast kovetGen mintegy 48 o6ran at jol

felhasznalhatéak maradtak.

5.2. Morfologiai mddszerek

5.2.1. A sejtméretek meghatarozasa
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A sejtszuszpenziét a mérékadba cseppentettiik, majd a sejteket legaldbb tiz percen at mostuk bikarbonat
tartalmu Tyrode oldattal szobahé&mérsékleten. Ezt kovetden az invertalt mikroszkdp fotdcsatlakdzdjan
keresztlil Nikon Coolpix 8800 digitalis fényképezGgép segitségével véletlenszerlien kivalasztott
teriiletekrdl felvételeket készitettiink. A felvételek kiértékelésére Imagel programot hasznaltunk (NIH). A
program a sejtek atlagos hosszat, szélességét és diastoles sarcomere hosszat a legnagyobb Fourier
allandé alapjan hatarozza meg. A sejtek teriiletét egyenként torténd kézi koriilrajzoldst kovetGen a
bezart pixelek szamdabdl hatdrozta meg a program. A teriilet ilyen mddon torténé meghatarozasara azért
volt sziikség, mert a masodik naptdl a sejtek végei erSteljesen lekerekedtek és a szélességbdl, valamint

hosszbdl szamitott teriilet nem volt megbizhato érték.

5.2.2. T-tubulusok kiterjedésének meghatarozasa

A T-tubulusok kiterjedését fluorescens festékkel torténé jelolést kovetéen konfokdlis mikroszkdppal
mértiik. A sejteket hdsz percen at szobahémérsékleten 10 pmol/l koncentracidju di-8-ANEPPS
fluorescens festékben inkubdltuk, majd toébbszorés BTY-ban torténé mosast kovetéen Zeiss LSM 5 Live
konfokdlis mikroszkdppal készitettiink sorozatfelvételeket a z-tengely mentén 1 pum-es lépéskdzokkel,
100x-os objektivvel. A felvételek koziil kivalasztottunk egyet, amelyen a mag nem d&brazolddott és
Imagel program (NIH) segitségével meghatdroztuk a sejt metszetében a T-tubulusok alapteriilethez

viszonyitott relativ nagysagat (RTTA : Relative T-tubule Area).

5.3. Elektrofiziologiai modszerek

A mérések 500 pl térfogatu plexi mérékadban késziltek, melyben a folyadékcsere sebessége 4-5 ml/perc
volt. A kisérletek végzésekor a sejtszuszpenzidbdl egy cseppet transzferpipettdval a kadba
cseppentettiink, majd néhany perc Ulepedést kdvet6en meginditottuk a perfuzidt. A kisérletekhez
szabalyos téglalap alaku, tiszta harantcsikolattal rendelkezé sejteket vélasztottunk ki, melyek spontan
kontrakcidt nem mutattak.

Az elektrofizioldgiai kisérleteket 37 °C-on végeztiik, hacsak a tudomdnyos probléma nem indokolta
eltér6 hémérséklet alkalmazasat. Ezen specidlis esetekben a hasznalt hémérséklet az Eredmények
fejezetben egyedileg feltlintetésre kerlt. A hémérsékletszabdlyozas pontossaga 0.5 °C-on beliil volt.

Az elektrofiziolégiai mérések Axon rendszereken késziiltek (Axon Instruments, illetve Molecular Device).

A kisérletekhez Axoclamp 2B és Axopatch 200B erdsit6ket valamint Digidata sorozatu analdg/digitalis
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jelatalakitékat (12xx és 14xx) hasznaltunk, az analdg szlirés 10kHz-en tértént. A mérésekhez és a mért
jelek elemzéséhez pClamp és ClapFit programokat hasznaltunk.

A mérésekhez haszndlt elektrodak boroszilikat Gvegbdl késziltek Sutter rendszerl programozhaté
hazékon (Sutter Instruments, Novato CA), kozvetlenil a mérés elGtt. A soros ellendllast és a sejtek
kapacitdsat a kisérlet sordn tobbszor ellendriztiik, jelentés valtozds esetén (R.,>50%, C.>10%) a

kisérletet megszakitottuk.

5.3.1. Hagyomanyos voltage clamp mérések

Kisérleteink soran teljes sejtes elrendezésben (,,whole cell configuration”) dolgoztunk. A hagyomanyos,
vagyis négyszog alaku parancsjeleket, illetve rampat alkalmazdé mérésekhez haszndlt elektrédak
ellendlldsa 2.0 - 3.5 MQ volt. A feltoltést kovetben a pipettdkat a perfuzids oldatba meritve voltage
clamp konfigurdcidban nulldztuk, majd a sejt felszinéhez érintve enyhe szivassal létrehoztuk a gigaseal-t,
majd kompenzaltuk a soros ellenallast (100%) és a pipetta kapacitdsat (80%). A betdréshez erGsebb
szivast alkalmaztunk, majd a sejtet mintegy 10 percen keresztiil egyenként 100 ms hosszu -130/-80/-
40/+10 mV-os lépcs6kbdl allé protokollal ingereltiik 1 Hz frekvencian. Ez id6 alatt a sejtplazma és a
pipetta oldat kiegyenlit6dott, az dramjelek stabilizdlédtak. Amennyiben a sejt aramjelei 10 perc alatt
nem stabilizalédtak, a sejtet mérésre nem hasznaltuk fel.

Amennyiben a sejt aramjelei stabilzdlédtak, a kiils6 oldatot a kisérleti protokollnak megfeleld

Osszetétel(ire cserélve a mérés megkezdédhetett.

5.3.2. Akcids Potencial Clamp mérések

Az AP clamp kisérletekben a mérési elrendezés megegyezett a hagyomdnyos voltage clamp
kisérletekben alkalmazottéval két fontos kiilonbséggel. Egyrészt a parancsjel - szemben a hagyomanyos
négyszog, esetleg rdmpa alaku parancsjelekkel — itt mindig egy AP. Ezen a ponton fontos kiemelni, hogy
AP Clamp kisérleteinkben mindig a sejt sajat AP-jat hasznaltuk parancsjelkén, hacsak a tudomanyos
probléma nem indokolta mas sejten rogzitett AP haszndlatat. Ilyen eset volt példdul az EPI-ENDO sejtek
Osszehasonlité tanulmdnyozdsa, amikor vizsgaltuk EPI sejteken ENDO AP, illetve ENDO sejteken EPI AP
hatasait az ionaramok profiljara. Az eredményekben bemutatasra kertil6 AP Clamp maddszerrel késziilt
aramprofilokat tehat alapvetfen a sejt sajat AP-ja alatt rogzitettiik, illetve az ellenkez6 eseteket
egyértelmuien jel6ljik. A masik fontos kiilonbség az AP Clamp kisérletekben az alkalmazott kiilsG- és

belsé oldatok Osszetétele. Mig a hagyomanyos voltage clamp kisérletekben a pipetta oldat és a kilsé
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oldat Gsszetételét ugy valasztjuk meg, hogy a mérni kivant ionaram kivételével minden mas iondramot
gatoljunk, az AP Clamp kisérletekben toreksziink a membran mindkét oldalan az élettani viszonyokhoz
legkozelebb allé iondsszetételt biztositani. Ennek oka az AP Clamp kisérletek sajatsagos logikaja.

A hagyomadnyos voltage clamp kisérletek alapelve, hogy ha a sejt valamennyi iondramat gatoljuk a mérni
kivant ionaram kivételével, akkor a teljes membranaram (l,,) meg fog egyezni a tanulmanyozni kivant
iondrammal. Ennek megfelel6en a kilsé és belsé oldatokbdl lehetéség szerint kihagyjuk mindazon
ionokat, amelyek a mérést zavarnak, illetve a mérni nem kivant ioncsatorndkat nagy specificitasu
gatloszerekkel gatoljuk. Ezzel szemben az AP Clamp kisérletekben ugy jarunk el, hogy a kés6bbiekben
mérésre haszndlt AP-t fiziologids, vagy ahhoz minél kdzelebb &ll6 viszonyok kozétt Aram Clamp
konfiguracidban rogzitjiik. Amennyiben ezt az AP-t voltage clamp konfiguracidban parancsjelként
alkalmazzuk ugyanazon sejten, az erG@siténk a teljes elektromos ciklus alatt nulla aramot fog
kompenzacids daramként a sejtre adni (eltekintve az AP-t megel6z6 ingerlGjel alatti szakasztdl, ahol a
kompenzacids aram nullatél kilonbozik). Ennek oka az, hogy a sejt nem igényel kiils6 dramot sajat AP-ja
soan. Ha ezek utdn egy iondramot specifikus gatldszerrel legatlunk, a kiesett dramot az AP profiljdnak
megtartasdhoz az er@sitének kell biztositania. Amennyiben ezt a kompenzacids dramot kivontuk a
gatldszer alkalmazdsa el6tti nulla arambdl, megkaptuk a vizsgalni kivant ionaram AP alatti profiljat. Tehat
a hagyomanyos voltage clamp kisérletek soran egy mesterséges (négyszog, rampa) parancsjel soran az
élettanitdl jocskan eltér6 iondsszetétell kozegben létrejové dramprofilt kapunk, amelybél az AP alatti
aramprofilt bonyolult matematikai mddszerekkel hatarozhatjuk meg. Ezzel szemben az AP Clamp
madszerével a tanulmanyozni kivant iondram AP alatti profiljat kozvetlenil hatdrozzuk meg az

élettanihoz leheté legkdzelebb allé iondsszetétel mellett.

5.3.3. Current Clamp mérések

Kétféle, kis- és nagy ellendllasu elektréddal végzett current clamp maddszert alkalmaztunk. Kis ellenallasu
elektréd (,pipetta”) esetén az elektréda ellendlldasa 2.0 — 3.5 MQ, a nagy ellendllasu (,hegyes”)
elektréddk ellendllasa 20-30 MQ kozott volt. A pipettdkat hagyomdnyos kalium aspartat alapu belsé
oldattal toltottik fel, a hegyes elektrodakhoz 3 mol/l koncentraciéju KCl oldatot hasznaltunk. A két
mérés alapelve és technikai kivitelezése ugyan azonos, de pipetta hasznalatakor a pipetta oldat a sejt
belsé terét dializalja, mig hegyes elektroda esetén dializis nincs. Pipettaval t6rténé mérés esetén a
mérési konfiguracidt a voltage clamp mddszerhez hasonldan érjiik el, mig hegyes elektrédds mérésnél az
elektroda hegyének kis atmérGje miatt a sejtet egyszerlien megszurjuk, illetve ha szlikséges, a

betoréshez nagyfrekvencidju arampulzust (,,zap”) alkalmazhatunk.
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A betorést kovetéen a sejteket dltaldban 1-2 percen at fokozatosan csokkend erésségli arammal
hyperpolarizdltuk és altaldban 1 Hz frekvencian ingereltiik. A folyamatos ingerlést fenntartva az AP
paraméterei néhany percen beliil stabilizadlédtak. Ha a stabilizacié 10 percen beliil nem kévetkezett be, a
sejtet nem hasznaltuk fel méréshez. Current clamp méréseknél a sejteket folyamatosan ingereltiik 1 ms
szélességl, a kliszobot 20-30%-al meghaladd amplitudéju négyszogijellel. Az ingerlés a mérd elektrédan
keresztil tortént az er6sité bemenetéhez csatlakoztatott bioldgiai ingerl6 segitségével. Az ingerl6
tipusanak megvalasztasakor fontos szempont volt, hogy a nulla érték 10 uV alatt legyen, megel6zendé a

nyugalmi membranpotencidl médositasat.

5.4. Ca’'indikatoros mérések

A sejtplazma Ca®* concentracidjanak mérésére az allatmodelltsl és a tudoményos problématdl fiiggden
FURA-2 vagy FLUO-4 fluorescens festékeket (Molecular Probes) haszndltunk. Az indikatort
acetoximetilészter formaban juttattuk a sejtbe. A toltés szobahGmérsékleten tortént, a toltési id6 utan a

sejteket Tyrode oldattal mostuk.

5.4.1. Ca** Sparkok vizsgalata

A sparkok méréséhez Fluo-4 kalcium indikatort haszndltunk. Az AM formaval 2.5 uM koncentracidban 45
percen at toltottiik a sejteket, melyeket a toltést kbvetGen 2-2.5 éran at tudtunk felhasznalni. A mérések
egy részében di-8-ANEPPS indikatort haszndltunk a T-tubulusok jelolésére. Az indikatort 15 uM
végkoncentracidban alkalmaztuk a Fluo-4AM to6ltés utolsd 15 percében. A sparkok mérése Zeiss 5 Live
(Carl Zeiss, Jena, Németorszdg) mikroszképpal tortént. Az indikdtort 488 nm-es hulldmhosszon
gerjesztettiik, az emittalt jelet 520 nm-es felllateresztd szlrdével valasztottuk le. 10 masodperc hosszu
felvételeket készitettliink, ahol az egyes 512x512 pixeles, 12 bites képkockak 12.5 ms gyakorisaggal
kovették egymast (80 Hz). A zoom faktort 1-re allitottuk, ami 0.12x0.12 um kiterjedés( pixeleket
eredményezett.

A mérések el6tt a sejteket 1Hz frekvencian ingereltiik bipoldris, 4 ms hosszu négyszogjelekkel két percen
at. A mérés el6tt 10 masodperccel az ingerlést megdllitottuk. A sparkok feldolgozasa sajat készités(

programmal tortént.
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5.4.2. Epifluorescens mérések

Az epifluorescens mérések PTI DeltaScan rendszerrel késziiltek NIKON Eclipse mikroszkdpon. A sejteket
szobahémérsékleten toltottik fel FURA-2 AM festékkel 40 percen at, majd a feltoltést kvetéen Tyrode
oldattal tobbszor atmostuk és felhaszndlasig szobah6mérsékleten taroltuk. A FURA gerjesztése
340/380 nm-es hulldmhosszon, 300 Hz sebességen tortént, az emittalt fényt 510 nm-es felllateresztd

szlrével kilonitettik el.

5.5. Kontrakcidos mérések

A sejtek kontraktilis sajatsagainak meghatdrozdsdhoz a sarcomerhossz valtozasat mértiik. Ezzel
parhuzamosan kalcium érzékeny festék alkalmazasaval rogzitettiik a kalcium tranzienseket is. A mérésre
lonOptix rendszert haszndltunk (lonOptix, Milton, USA), amely a sarcomerhossz és az optikai jel
parhuzamos mérésére alkalmas. A sarcomerhossz meghatdrozasa a videokamera jele alapjan gyors
Fourier modszerrel tortént. A kontrakcids mérések szobahémérsékleten zajlottak, az ingerlés
téringerléssel tortént 4 ms hosszu bipoldris, supramaximalis négyszogjelekkel. A mérést megel6z6en a
sejteket legaldbb tiz percen at allandé frekvenciaval ingereltiik a kontrakcids paraméterek stabilizaldsa
céljabdl. Minden sejtrdl tiz egymast kovet6 kontrakcids jelet vettiink fel, majd egyedi adatfeldolgozast
kovetéen a paramétereket atlagoltuk. A kalcium tranziens mérésére Fluo-5F fluorescens festéket
alkalmaztunk, melyet AM formdban 2.5 pumol/l koncentracidban toltottink a sejtekbe

szobah&mérsékleten.

5.6. Matematikai modellek / ,,in silico” kisérletek

A szimulacidkhoz Windows operacids rendszer alatt futtatott Mathcad 7, 10 és 14-es verzidkat (PTC)
haszndltunk. Valamennyi modellkisérletben egyetlen iondram szerepelt, amelyet ,voltage clamp”
Uzemmoaddban mdkodtettiink. A modell ellenérzésére négyszog alaku parancsjeleket alkalmaztunk és az
igy kapott aramjeleket 6sszevetettik a kisérleteink soran mért aramjelekkel. A modell paramétereit Ugy
allitottuk be, hogy a kalkulalt aramjelekbdl és a laboratériumunkban hagyomanyos voltage clamp
eljarassal rogzitett dramgorbékbdl meghatarozott aktivacids és inaktivacids paraméterek 10%-on beliili
pontossaggal megfelelijenek egymasnak. Amennyiben a hasznalni kivant iondram Ca®* fiiggé volt, a
modellt egy korabbi kisérletiinkben rogzitett kalcium tranzienssel egészitettiik ki, amelynek diastoles és
systoles értékei 200 nM, illetve 1 uM voltak. A kalcium tranziens paramétereit minden kisérletben

allandé értéken tartottuk, hogy kivédjik a valtozdé kalcium koncentracidk eltéré szabalyozd hatdsabdl
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eredd kilonbségeket. Az aramprofilok kiszamitasahoz kordbbi méréseinkb8l szarmazé AP-kat
hasznaltunk. Amennyiben a tanulmdnyozni kivant probléma igényelte, az AP-t utélag mddosithattuk is
(pl. adott AP hossz mellett megvaltoztattuk a plato potencial értékét). Kizardlag allandd ingerlési
frekvencia alkalmazasdval végeztiink modellkisérleteket, az elemzésre felhasznalt aramgorbéket

legaldbb 100 ciklus el6zte meg a szamitott aramprofil stabilizaldsa céljabol.
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6. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

6.1. Szerkezeti és funkcionalis valtozasok a szivizomsejtek tarolasa

soran

A viabilitasi tesztek célja annak elddntése volt, hogy az izoldlast kovetGen a primaer kulturaban mennyire
6rz6dnek meg a sejtek szerkezeti és funkcionalis paraméterei. Mivel a mddszereinkkel izoldlt sejtek az
alkalmazott tdroldsi viszonyokkal altaldaban 24-48 6ran at stabil, az izoldlas napjan mérttdl szignifikans
mértékben nem kilénb6z6 AP-t adnak, ezekkel a mérésekkel kivantuk sejtjeink eltarthatésagat tesztelni.
A vizsgdlatokra patkany bal kamrai sejteket hasznaltunk, amelyeknek meghataroztuk ugyanazon
paramétereit az izolalast kovetSen hat 6rdn belil (ez volt a DO-al jeldlt nulladik nap), majd 6t egymast

kovetd napon (D1-D5).

6.1.1. Sejtméretek

A méretek vizsgdlata soran a sejtek hosszat, szélességét, alapteriiletét és a sarcomerhosszat hataroztuk
meg a kultUrdban tartas soran. Altalanosan megfigyelheté tendencia volt a sejtek valamennyi vizsgalt
kiterjedésének csokkenése és a sarcomer hossz rovidilése (1. dbra). A méretek csokkenése mellett a
sejtek egy kisebb hanyadanal (<5%) polymorf alakzatok kialakuldasa volt megfigyelhet6 a tarolds el6re
haladtdval. Egyes sejtek legdmbolyodtek, esetleg sulyzd alakot vettek fel, mig mdsok nyulvanyokat
novesztettek. Ezeket a sejteket a morfoldgiai analizisbe nem vontuk be.

A sejtek atlagos hossza az elsé (D1) napra 107.842.2-r6l 93.1+1.75 um-re csokkent (p<0.05), az 6todik
napon (D5) pedig az atlagérték mar 86.9+2.73 um volt. A sejtek szélessége 23.75+0.59-r6l 16.57+0.47
pum-re, a terilete 2502+70-r6l 1432452 pm’re (p<0.001) csokkent 6t nap alatt (D5); a csokkenések
mértéke mar az els6 napon statisztikailag szignifikdansnak bizonyult. Az atlagos diastoles sarcomer
hosszak a nulladik (D0), az elsé (D1), illetve a masodik (D2) napon rendre 1.782+0.008, 1.730+0.010 és

1.740+0.024 um voltak (p<0.05) és a masodik napot kdvet6en szignifikans valtozast mar nem mutattak.
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1. abra. A szivizomsejtek szerkezeti valtozasai a tarolas soran.

A panel: faziskontraszt mikroszkoppal késziilt attekintd felvétel izolalt patkany sejtekrdl 6t nap tarolas
utan (D5). A sejtek jelentdsen lekerekitettek és polymorf alakok jelentek meg. A nyil egy sulyzo6 alakt
sejtre mutat.

B és C panelek: A sejtek méretének valtozasa 6t nap tarolas soran. Megfigyelheté a sejtek atlagos
hosszanak, szélességének és alapteriiletének csokkenése. A sarcomerhossz az elsé két napon csokkent,
majd visszatért az izolalas utan mért értékre.

Az adatok 6 allatbdl izolalt 72-124 sejten végzett mérések eredményeit mutatjak (atlag S.E.) *:
p<0.05 az izolalas napjan mért értékkel Osszehasonlitva. T: p<0.05 az el6z6 napon mért értékkel
Osszehasonlitva.

A sejtpopulacidban tapasztalt méretbeli valtozasok két kiilonb6z6 mdédon johettek Iétre. Vagy a tarolas
alatt a nagyobb méretl sejtek gyorsabb pusztuldsa eredményezhette az atlagok csokkenését, vagy az
egyes sejtek méretei csokkentek. Azt, hogy a két lehet6ség kozil melyik jatszik szerepet a tapasztalt
valtozdsokban, kovetéses vizsgalattal prébaltuk eldonteni. A sejtek egy részét halézatos beosztasu
tenyésztS edényekben taroltuk (Nunclon, Nalge Nunc International), mely edények racsainak szdmozasa
lehet&séget ad az egyes sejtek tarolds alatti beazonositasara. igy kiséreltiilk meg ugyanazon sejteket 6t
napon at egyedileg lemérni és a tapasztalt valtozasokat kévetni. Meglepé mddon azonban a sejtek a
tarolasi folyamat (pl. tenyészt6oldat csere), illetve a mérés soran alkalmazott mozgatds sordn a
helyeikrél nagyrészt elmozdultak. A sejtek helybentartasa céljabdl a tenyésztGedények aljat lamininnel
vontuk be, de ez sem tartotta helyben a sejteket. Ezért a méretbeli valtozdsok mogott alld
mechanizmust nem sikerilt meghatdrozni.

Korabbi megfigyelések egybehangzdan kimutattak, hogy az izolalt szivizomsejtek szdma a tdrolds soran
jelent6s Gtemben csokken. A kiilonb6z6 beszamoldk a sejtszam csokkenést az els6é héten 50-70% kozott

jelolik meg [95-98]. Ez a sejtszdm csokkenés azonban, barmennyire is jelent6s, valdjaban nem csokkenti
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2. abra. Patkany szivizomsejtek T-tubulusainak valtozasa a tarolas soran di-8-ANNEPS festéssel
A-C panelek: reprezentativ felvételek az izolalas napjan (D0), valamint a harmadik (D3) és 6todik (D5)
napon. D panel: frissen izolalt és detubulalt sejten beliil tubulusok alig abrazoldédnak. E panel: a
detubulalast a festés utan végezve jol kirajzolédnak a toredezett tubulusok. F panel: A T-tubulusok
teriilete a tarolas soran csdkken. G panel: kontroll sejtek T-tubulus teriiletének Osszehasonlitdsa akut
moédon detubulalt sejtekével. A mérések 7 allatbdl szarmazo 107-128 sejten késziiltek.

a primaer sejtkultura kisérleti felhasznalhatésagat. Ennél sokkal jelentGsebb kovetkezményekkel jarhat
az a morfoldgia valtozas, ami a tarolas soran lezajlé dedifferencidléodas eredményeként jon létre. Itt
bemutatott adataink arra utalnak, hogy a szivizomsejtekben a morfoldgiai atalakulas igen gyorsan, mar

az elsé két nap soran, illetve azt kbvet6en bekodvetkezik.

6.1.2. A T-tubulusok kiterjedésének valtozasa a tarolas soran

A T-tubulus-jelolt sejtek egyszerld megtekintésével felismerhet6 volt, hogy a sejtek T-tubulus rendszere a
tarolds soran gyorsan defragmentélddik, a relativ teriilet pedig jelentSsen csdkken (2. Abra). Az 6todik
tdrolasi napra a sejtek nagy része mar csak nyomokban tartalmazott T-tubulust. Tapasztalataink szerint a
T-tubulusok kiterjedésének mennyiségi becsléseként hasznalt mutatd, az RTTA érték (Relative T-tubule
Area) igen jelent8s sejt-sejt ingadozast mutat egyazon sejtpopuldcién belill, akar kozvetlenil a
sejtizolalast kovetben is. Emiatt nem taldltuk célszerlinek a szokasos atlagértékek és szérasok statisztikai
elemzését, hanem az RTTA értékek populacion beliili eloszlasgorbéit vetettilk 6ssze az egyes tenyésztési

napokon. Frissen izolalt sejtek esetében (D0) a harang alaku eloszlasgorbe csucsa a 40%-os RTTA érték
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kozelébe esik. Az elsG tenyésztési napra (D1)a gyors detubuldlédas miatt ez az érték mar 30% ala esik és
a masodik naptdél (D2) kezdve a gérbe mar nem harang alakd, hanem féloldalas, maximuma 10% alatt
van, a magasabb RTTA értékek felé pedig monoton mddon csokken.

Az RTTA meghatdrozas megbizhatdsaganak ellen6rzése céljdbdl megvizsgaltuk, hogy a detubulalas
hogyan befolyasolja az RTTA eloszlasgorbéjét. Az altalunk alkalmazott, formamidos detubuldlasként
ismert eljards megszakitja a T-tubulus és a sarcolemma kozotti 6sszekottetést, de magat a tubulus
rendszert épen hagyja. Mivel a di-8-ANEPPS er6s lipid oldékonysaga révén végigdiffundal a
membranrendszerek mentén, a leszakitott tubulusokat nem festi meg. A vizsgalatok soran frissen izolalt
sejteket formamid kezeléssel detubuldltunk, majd di-8-ANEPPS festést kovet6en RTTA értékeiket
osszehasonlitottuk a nulladik napi eloszlasgorbével. Az ozmotikus detubuldlast kovetSen kapott
eloszlasgbrbe nagy hasonlésagot mutatott a masodik tarolasi napon (D2) megfigyelt RTTA eloszlassal.
Ezzel egyrészt igazoltuk, hogy a di-8-ANEPPS mddszer valdban a T-tubulusokat jeloli, masrészt a kisérleti
adatok arra is utalnak, hogy a sejtek taroldsa sordn a T-tubulus rendszer nem feltétlendl tlinik el; nem
zarhatd ki, hogy csupdn a sarcolemmaval vald Osszekottetése szakad meg. Barmelyik legyen is a
magyardzat a ketté kozil, az bizonyos, hogy a T-tubulus azon képessége, hogy az elektromos jelet a
sejtfelszinrél a sejt mélyebb zénaiba vezesse, a tarolas sordn jelentGsen csdkken.

Fenti megfigyeléseink j6 egyezést mutatnak kordbbi kdzleményekkel. Tobb munkacsoport szdmolt mar
be a sejtkultirdban tartott szivizomsejtek T-tubulusainak leépilésérél [23, 99-101], de a kordbbi
beszamoldk kizardlag vizualis megfigyelésekre és fényképes dokumentaciora korlatozédtak.
Tudomdsunk szerint az altalunk elvégzett mennyiségi elemzés a legels6é probalkozas a T-tubulus
degeneracié statisztikus kovetésére. Ugyanakkor a mi megfigyeléseink utalnak el6szér arra, hogy a
tdrolas soran megfigyelhets T-tubulus degeneracidnak tulajdonitott strtiségcsokkenés detubulalédassal

is magyardzhato.

6.1.3. Elektrofizioldgiai valtozasok a tarolas soran

Az izoldlast kévetSen (DO) meghatdrozott sejtkapacitas atlagértéke 1568 pF volt, amely a tarolas alatt
egyenletesen csokkent, az 6tédik napon (D5) elérve a 105+11 pF értéket (3. Abra). Ez az 6tédik napon
mért érték nem kiilonbozott szignifikdnsan az izoldlds napjan detubulalt sejtek atlagos kapacitdsatol. Ez a
szamszer( egybeesés arra utalhat, hogy a tarolas soran megfigyelt sejtkapacitas csokkenés valdszin(ileg a
sejtek spontdn detubuldlédasanak kovetkeztében jon létre. Masik lehetséges magyardzat a
kapacitdscsokkenésre a sejtek kiterjedésében és alapteriiletében megfigyelt csokkenés lehet. Erdekes

modon azonban mig a kapacitas atlagértéke az 6todik napra (D5) 32%-al csdkkent, a sejtek alapteriilete
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3. abra. A szivizomsjetek elektrofiziologiai valtozasa a tarolas alatt
A tarolasi 1d6 eldrehaladtaval aranyosan csokken a sejtek kapacitdsa (A panel). A frissen izolalt (DO)
sejtek AP-je jo frekvenciafiiggd valaszt ad (B panel), de az elsd tarolasi napot kdvetéen a sejtek
depolarizacidja miatt szabalyos AP nem valthaté ki. Hiperpolarizdld6 arammal a nyugalmi
membranoptencial helyreallithatd és AP is kivalthatd (C panel). A tarolas soran csokken a Ba?* érzékeny
aramként mért I, nagysaga (D és E panelek). A progredialé depolarizacid mértéke ardnyos az Iy,
csokkenés mértékével.
ugyanekorra 42%-al. A detubuldlddas és az alapteriilet csokkenésének mértékét figyelembe véve
meglep6nek talalhatjuk, hogy a kapacitas nem csokkent nagyobb mértékben.
Az izolalast kovetGen (DO) a sejtek AP paraméterei (nyugalmi membranpotencial, AP amplitidd és
szélesség) minden vizsgalt ingerlési frekvencian az irodalmi értékeknek megfelel6ek voltak. Az ingerlési
frekvencia névelésére az AP szélessége megnyult (pozitiv APD — frekvencia kapcsolat), de az egyes sejtek
kozotti egyedi APD ingadozasok mértéke meghaladta a frekvencia valtoztatasakor megfigyelheté APD
valtozdsok mértékét. Az els6 tenyésztési napon (D1) a sejtek nyugalmi membranpotencialja jelentdsen
alacsonyabb volt mint az izolalas 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 membranpotencidlt hyperpolarizalé arammal normalizaltuk,
a sejteken szabalyos AP-kat tudtunk kivaltani. A tovabbi tdroldsi napok soran a sejtek depolarizacidja
folyamatosan novekedett, végil az 6todik taroldsi napon (D5) az atlagérték -24.2+5.9 mV-nak adédott.
Az | vizsgalata azt mutatta, hogy a Ba®* érzékeny dram -70 mV-nal mért nagysaga a tarolds soran

egyenletesen csokkent és a csokkenés mértéke mar az elsé napon (D1) statisztikailag szignifikansnak

adddott. Az 6tddik napra az dram nagysaga mar az izoldlds napjan mért érték egyharmadaval csokkent.

29



dc_509 12

C Acute D1 D2 D3 D4 D5 Detub
0+ n .

. Peak Amplitude (pA/pF)

49 —@- Detub

o
S
< 8
=
_S8

4. abra. Az I, valtozasa a tarolas soran

A panel: az I.,; mérésére hasznalt mérési protokoll €s egy reprezentativ dramfamilia. A protokoll
alkalmas az aram-fesziiltség fiiggvényen kiviil az aktivaciés ¢s inaktivacids paraméterek
meghatdrozésara is.

B és C panelek: a tarolds soran folyamatosan csokkent az I.,; nagysiga, de nem valtozott a
fesziiltségfiiggése. Az 6todik tarolasi napon mért aram nagysaga még szignifikansan nagyobb volt a
frissen izolalt és detubulalt sejteken mérheté aram nagysagatol.

Az adatok 5 allatbol izolalt 5-9 sejten végzett mérések eredményeit mutatjak (atlag S.E.) *: p<0.05 az
izolalas napjan mért értékkel dsszehasonlitva. 1: p<0.05 a megel6z6 értékkel osszehasonlitva.

Ez az érték ugyanakkor még mindig szignifikdnsan nagyobb volt, mint a frissen izoldlt és detubuldlt
sejtekben mérhetd dram nagysaga. Erdekes mddon a nyugalmi membranpotencial és az Ig; nagysaga
kozott linedris 0sszefliggést talaltunk, ami arra utal, hogy az Iy, csokkenése a tarolds soran meghatdrozé
szerepet tolthet be a kialakuld depolarizaciéban.

Az L-tipusu kalcium dram (lc,;) nagysaga folyamatosan csokkent a tarolds soran, de ekdzben sem a
fesziiltségfliggés, sem a kinetikai paraméterek nem valtoztak meg. Az 6tddik tarolasi napra (D5) az dram
atlagos nagysaga az izolalaskor (DO) mért értéknek mar csak mintegy fele volt, de még mindig
szignifikansan meghaladta a frissen izolalt, detubuldlt sejteken mért értékeket. Az Ic, csokkenés egyik

lehetséges oka a korabban mar targyalt T-tubulus slriség csokkenéssel fligghet Ossze.

Osszefoglalva a tarolds soran végzett vizsgalatok eredményeit megallapithatjuk, hogy a tarolas alatt a
sejtekben mar az elsé két napon jelentGs szerkezeti és miikddési valtozasok kévetkeznek be. Mar az elsé
tarolasi napon (D1) sem tudtunk AP-t kivaltani, bar ekkor még a vizsgalt iondramok nagysagaban
bekovetkezett csokkenés mértéke nem volt tébb a kiinduldsi (D0O) érték 20-25%-ndl. Mindezekbél arra

kovetkeztethetlink, hogy a tarolds soran a sejtek funkciondlis allapotanak az AP lehet a legérzékenyebb

30



dc_509 12

indikatora. Amig tehat az AP paraméterei az élettani értékeken belil vannak, a sejt tobbi funkcionalis
paramétere valészinlleg jol tlikrozi az élettani viszonyokat.

A tarolas sordn megfigyelt elektrofiziolégiai valtozasok jé korreldciét mutatnak a korabban bemutatott
morfoldgiai valtozasokkal. Az iondramok erdsségében kimutatott csokkenés jol magyardzhaté a T-
tubulus sirlség csokkenésével. Tobb fliggetlen megfigyelés utal arra, hogy a befelé egyeniranyité kalium
aram, az lg; hatterében all6 K., csatorna legnagyobb részben a T-tubulusokban taldlhaté [102, 103].
Ismert ugyan olyan megfigyelés is, miszerint a detubuldlds nem csdkkenti az ly; dram nagysagat [104],
sajat, itt bemutatott kisérleteink azonban azt mutattdk, hogy akut detubulaciét kévetéen az dram a
kontroll érték mintegy egyharmaddra csokken. Eredményeink tehdt a szivizomsejtek taroldsa soran
tapasztalt véltozasok leirdsan tul megerdsitik azon megfigyeléseket is, melyek szerint az K;,; csatorna
domindnsan a T-tubulusban taldlhaté. A T-tubulusok hasonléan fontos szerepet jatszanak a
szivizomsejtek funkcidjdban kulcsszerepet jatszé kalcium belépés szempontjabol is. Kordbbi
megfigyelések mar utaltak arra, hogy az Ic,, soran belépd kalcium mennyiségének tébb mint a fele a T-
tubulusokon keresztil éri el a sejtplazmat [105, 106]. Ezzel a megfigyeléssel j6 6sszhangban van azon
eredményiink, hogy a detubulalast kovetéen, ami mintegy 30% csOkkenést idéz csupdn el6 a

sejtkapacitasban, az I, eréssége a kontroll érték kevesebb mint felére csokken.

6.2. Az AP Clamp technika tovabbfejlesztése: Szekvencialis AP Clamp

modszer

A Szekvencialis AP Clamp technika (Sequential Dissection Method, vagy ,,Onion Peeling”) tobb ionaram
mérését teszi lehetévé egyazon szivizomsejtb6l annak AP-je alatt. A technika kifejlesztése soran
elsédleges feladat annak megvizsgaldsa, hogy az ionaramok mérésének sorrendje befolyasolja-e az egyes
iondramok mérés soran megfigyelt paramétereit. Amennyiben ugyanis a gatlészerek alkalmazasi
sorrendje barmi mdédon hatdssal van a mért ionaramok tulajdonsagaira, ez er6sen korlatozza, esetleg
lehetetlenné teszi a mdédszer alkalmazasat.

A vizsgdlatba négy iondramot vontunk be. Az Iy, Ik, lca €s lia dramokat E4031, Chromanol-293B,
Nisoldipine és Ba?* érzékeny dramokként hataroztuk meg. A mérések soran a gatlészerek négy féle
sorrendben torténd alkalmazasat teszteltiik. Az egyes sorrendeket a gatldszerek kezd6betdjébdl alkotott

sz6képpel jeloltik az aldbbiaknak megfelelGen:
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I Tablazat: Csatornagatldk alkalmazasi sorrendje
Rovidités 1. 2. 3. 4,
CENB Chromanol-293B E4031 Nisoldipine Ba**
ECNB E4031 Chromanol-293B Nisoldipine Ba**
NCEB Nisoldipine Chromanol-293B E4031 Ba**
NECB Nisoldipine E4031 Chromanol-293B Ba**

A mérések kivitelezése 21+1 °C-on tortént 1Hz ingerlési frekvencian.

6.2.1. Az ionaramok profiljanak meghatarozasa Szekvencialis AP Clamp

modszerrel

A mérések a hagyomdanyos AP Clamp technikdhoz hasonldan a sejt sajat AP-janak rogzitésével kezd6dtek
allandé ingerlési frekvencian. Ezt kovetSen attértiink voltage clamp lizemmddba a sejt sajat AP-jat
alkalmazva parancsjelként és felvettilk az ugynevezett ,nulla dram”-ot. A kaddhoz adva az elsé
csatornagatlét a hatds kifejlédését kovetGen rogzitettilk a kompenzaciés aramot. Ez a kompenzacios
aram a ,nulla dram”-bdl kivonva szolgaltatta az elsé iondramot, illetve ,nulla dram”-ként szolgdlt a
kovetkez6 iondram méréséhez (5. dbra). Ezt a mUiveletet tovabbi csatornagatlok alkalmazasaval folytatva
sorban megmértiik valamennyi iondramot. Ezt kovetGen mads csatornagatld sorrend alkalmazasaval
Ujabb szivizomsejteken meghatdroztuk ugyanazon iondramok AP alatti profiljat.

Az egyes csatornagdtldk segitségével mért AP alatti dramprofilok az alkalmazas sorrendjétél fiiggetlenil
nagy fokban hasonldak voltak. Bar a mért dramerGsségek annak ellenére jelent6s egyedi kiilonbségeket
mutattak, hogy a mért aramértékeket a sejt kapacitasdra normaltuk, az dramgorbék alakja (kiépulési
kinetika, a cslcs helyzete az AP-hez viszonyitva, illetve a lecsengés gyorsasaga) alapjan az egyes
aramtipusok nagy biztonsaggal beazonosithatéak voltak. A kilénb6z6 sorrendben alkalmazott
csatornagatlokkal nyert dramgorbék elemzése soran meghatdrozott paraméterek, Ugymint az
aramcsucsok nagysaga, kialakulasanak ideje, illetve az egyes iondramok altal az AP alatt szallitott toltés
mennyisége az Osszehasonlité elemzések soran nem mutatott statisztikailag szignifikans kilonbséget.
Hasonldéan az ionaramok paramétereihez, az egyes alcsoportokban rogzitett AP-k paraméterei sem
mutattak statisztikailag szignifikans kilonbséget.

Az eredmények 6sszefoglaldsaként tehat megallapithatjuk, hogy a vizsgalatba bevont szerek alkalmazasi

sorrendje nem befolydsolja a mért aramprofilok tulajdonsagait. Ez a kbvetkeztetés fontos feltétetele a
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5. abra. A Szekvencialis Akciés Potencial Clamp mdédszer (SAPC) bemutatisa reprezentativ
felvételeken.

A panel: A SAPC alkalmazésa soran az elsé aramgorbe felvételénél a hagyomanyos AP Clamp technika
szerint jarunk el. A sejt sajat AP-jat hasznalva parancsjelként a nulla aram (Baseline) és a specifikus
csatornagatld alkalmazasa utan rogzitett kompenzacios aram (Chroma) kiilonbségébdl meghatarozhato a
vizsgalni kivant aram (I-Ks). B panel: A kovetkezd aram mérésekor az el6z6 kompenzacios aramot
hasznaljuk null aramként (Chroma) és az jonnan alkalmazott csatornagatld utani kompenzacios aramot
(E4031) ebbdl kivonva meghatarozhatjuk a kovetkez6 aram profiljat (I-Kr). C és D panel: A
csatornagatlok alkalmazasanak sorrendje nincs hatassal a mért aramok alakjara.

madszer alkalmazhatésaganak, hiszen lehetévé teszi, hogy a vizsgdlt tudomanyos céltdl, problématodl
fliggben tetszbleges ionaramokat mérjink meg egy adott sejtben.

A fenti eredmények arra utalnak, hogy a szivizomsejt iondramai kozott a membrdn pillanatnyi
fesziiltségének értékétdl eltekintve tovabbi szabdlyozasi kapcsolat nincs, egymastol fliggetlendil
m(ikodnek. Ismerve azonban tobb iondram kalcium fliggd szabalyozasat, meglepének tlinhet, hogy a
Nisoldipine alkalmazasanak sorrendje nem befolyasolta példaul az Iy kinetikdjat. Az lx—rél tudott
ugyanis, hogy a hatterében all6 ioncsatorna jelent6s kalcium érzékenységgel rendelkezik [51],
kovetkezésképpen feltételezhetd, hogy AP alatti profilja az I, gatlas kévetkeztében megvaltozhat.
Ennek megfelel6en az NCEB és NECB csoportokban az g, profiljanak kiilonboznie kellene a CENB és ECNB
csoportokban lathatdaktdl, hiszen az I, gdtlds az els6 esetben megel&zte, mig a mdasodik esetben
kovette az Iy, mérését. A latszélagos ellentmondast feloldhatjuk, ha szamitasba vessziik, hogy a
kisérletekben alkalmazott pipetta oldat 10 mM EGTA-t tartalmazott, ami pufferelte a sejtplazma kalcium
tartalmat és ezzel egylitt valdszinlleg az I, Utjdn belépd kalciumot is. llyen viszonyok kozott, a

sejtplazma kalcium szintje egy allandd értéken marad, tehat az Ic,, gatlasa nem befolydsolja a sejt
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kalcium homeosztazisat. Ennek megfeleléen a SAPC biztonsdgos alkalmazdsdnak feltételeihez egy
modszertani megszoritast célszer(i hozzaadni: Amennyiben a pipetta oldat nem tartalmaz kalcium

puffert, Ugy az Ic,; mérését biztonsagosabb az ionaram sorozat végére idSziteni.

6.3. Aramprofilok az AP alatt — faji és regionalis eltérések

Ebben a szakaszban a munkdba bevont ionaramok AP alatti profiljdnak meghatarozasa soran kapott
eredmények bemutatasa térténik aramtipusonként, fajok szerinti bontasban. Az esetlegesen megfigyelt

sziven bellli regionalis kiilonbségek megbeszélése fajokon belil torténik.

6.3.1. L-tipusu kalcium aram (I, )

A kisérletekben 1 uM Nisoldipint (Bayer, Leverkusen) hasznaltunk gatlészerként. A seal létrehozasat
kovetSen Current Clamp mddban felvettilik a sejt sajat AP-jat és ezt az AP-t hasznaltuk parancsjelként a
kisérletekben. Idegen AP-t kizdrdlag abban az esetben hasznaltunk parancsjelként, ha a tudomanyos

probléma ezt sziikségessé tette (pl. a regionalis kiilonbségek vizsgalatakor).
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6.3.1.1. Az ¢, profilja kutya kamrai szivizomsejtekben

A kamrai szivizomzat endocardialis részébél szarmazé (ENDO) sejtek aramgoérbéi az AP felszalld szaraval
egyid6ben meredeken novekedtek, majd éles csucsot adva néhany ms-on belll gyorsan csokkentek (6.
abra). Az dram lecsengésének sebessége a hagyomanyos négyszog alaku parancsjeleket hasznald VC
mérések sordn megfigyelheténél Iényegesen gyorsabb volt, amelynek oka valdszinlileg az AP elsé
fazisdban lezajlé gyors repolarizacié lehetett. EPI sejtek esetében az dram csucsdnak atlaga az ENDO
sejtekében megfigyeltekénél szignifikdnsan kisebb volt (ENDO: -4.6+0.8 A/F, EPI: -2.8+0.3 A/F). A két
sejttipus aramprofilja kozotti legjelentGsebb kilénbség azonban az volt, hogy EPI sejteken az AP cslcsa
és a dom kozott kialakult egy mdsodik csics. Ez a masodik csics az elsé csucsndl alacsonyabb és
szélesebb volt, lecsengése pedig az ENDO sejtekben latott dramcsokkenésnél joval lassabb. Mig ENDO
sejtekben az AP csucsa utdn 100 ms-al az dram lényegében mar teljesen lezajlott, EPI sejteken az aram az
AP teljes hosszaban, csokkend jelleggel bar, de megfigyelheté volt. Az dramprofilok ilyen jelentds
kiilonbsége valdszinlileg kapcsolatban allhat az ENDO-EPI sejtek AP-janak igen kilénbozé
feszlltségprofiljaval. Amint az jél ismert, kutyaban (ahogy emberben is), a kamrai szivizomsejtek AP-
jének alakjaban ENDO-EPI irdnyban jelent6s kiilonbséget figyelhetlink meg (transmural inhomogeneity).
Az ENDO sejtek AP-jan platd fazis lathatd (plateau configuration). Ezzel szemben EPI sejteken a korai
repolarizaciot egy Ujabb, lassu depolarizacid koveti, amely ugynevezett domot hoz létre (spike and dome
configuration). Az daram-fesziiltség karakterisztikan jol lathatd, hogy ENDO sejt esetében az egyszeri
aramhurok csak egy viszonylag sz(ik fesziltségtartomanyra korlatézédik. Ezzel szemben EPI sejteken
egyrészt az dramhurok joval szélesebb fesziiltségtartomanyra terjed ki, masrészt az aram két csdcsa
miatt dupla hurkot figyelhetink meg. A két sejttipusban megfigyelhets, alapvetGen eltéré
aramprofilokat Iatva felvet6dik a kérdés, hogy a kiilénbség az ioncsatornak kapuzasi sajatsagainak, vagy
az AP profiljaban lathatd kilonbségek kovetkezménye-e? A kérdés megvalaszolasanak legegyszeribb
maddja, ha megvizsgaljuk, hogy mi torténik, ha ENDO sejten EPI AP, vagy EPI sejten ENDO AP parancsjelet
alkalmazunk. Megfigyeléseink szerint az dramprofil és az AP fesziiltségprofilja szorosan dsszetartoznak.
Ha ENDO sejten parancsjelként EPI AP-t alkalmazunk, az I, profilja az EPI sejteken megfigyeltekének
megfelel§ lefutast mutat (7. dbra). Ezzel 6sszhangban, ENDO AP-t alkalmazva parancsjelként, EPI sejten
pedig ENDO sejtekre jellemz8 lefutdsu g, -t rogzithetlink. Az Ic,, profilok koézotti kiildnbség oka tehat
nem az ENDO és EPI régidkban taldlhatd ioncsatorndk eltéré kapuzasi sajatsagaiban keresendd;
valdszindGsithetd, hogy a két régidban ugyanaz az L-tipusu kalcium csatorna talalhaté értelemszertien

azonos kinetikai jellemz6kkel. Ennek bizonyitasdra 6sszehasonlitottuk az I¢,, jellemz8it hagyomanyos,
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7. abra. Az akciés potencidl alakjanak hatasa az I,
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A panel: Epicardialis (EPI) eredetii sejten endocardialis Time (ms) Time (ms)
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négyszog alaku parancsjelet alkalmazé VC mddszerrel. Elemzéseink soran az ENDO és EPI régiéban
taldlhaté Ic,, fesziiltségfliggésében és kinetikai paramétereiben szignifikans kilénbséget nem tudtunk
csatorna felel6s a kilonbozd lefutasu aramprofilok létrehozasaért. A csatorna azonossaga ellenére az
aramprofil kilonboz6ségébsl eredben az EPI sejtekbe egy AP alatt belépS Ca®* mennyisége
szignifikdnsan nagyobb az ENDO sejtekbe belép6nél (EPI: 0.262+0.056 C/F, ENDO: 0.187+0.059 C/F).

A megfigyelések tovabbi tesztelése céljdbol szamitdgépes szimulacidt végeztink. A szimulacidhoz a Luo-
Rudy modellt hasznaltuk Kass-Sanguinetti féle inaktivacios kinetikaval [3]. A modellt VC izemmddban
futtattuk és azt vizsgdltuk, hogy az ENDO és EPI AP parancsjelek hatasara milyen az Ic,, lefutdsa. A
szimulacié soran a modell valamennyi paramétere az eredeti, publikalt érték volt, kivéve a csatorna
egységnyi vezet6 képességét, amelyet a jobb illeszkedés elérése céljabdl optimalizalnunk kellett. A
szimulacids kisérletek eredményei teljes egyezést mutattak kisérleti megfigyeléseinkkel. A Luo-Rudy
modell megbizhatdan reprodukalta az altalunk regisztralt ENDO és EPI tipusu I, gorbéket. Az AP alatti
lefutdson tulmenden, a szimuldlt aramgorbék sikeresen reprodukaltdk az ENDO sejteken megfigyelheté

szimpla, illetve az EPI sejteken megfigyelheté dupla aramhurkokat. A szimulacids kisérletek djabb,
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fliggetlen médon igazoltak tehat azt a kisérleti adatokbdl levont kévetkeztetéslinket, hogy ugyanaz a
kalcium csatorna az AP fesziiltségprofiljatél fligg6en az ENDO és EPI sejtekben eltérd lefutdsu Ic,, -t hoz
[étre.

Az I, apico-basalis, vagy epicardialis-mid miocardialis iranyl 0Osszehasonlitdsa nem mutatott ki

szignifikdns kiilonbséget sem az dram nagysdga, sem annak kinetikai paraméterei k6zott.

6.3.1.2. Az I, profilja human kamrai szivizomsejtekben

Az el6z6 pontban kapott megfigyelések relevancidjat, illetve emberi szivizomra torténd
alkalmazhatdsagat human balkamrai szivizomsejteken teszteltiik APC mddszerrel. Az eredmények jobb
Osszevethetfsége 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 kilénbségek felerdsitése érdekében a
kordbban rogzitett AP-jeink kozil két olyat valasztottunk ki, amelyen az ENDO-EPI kilénbségek igen

hatdrozottan megfigyelhetéek voltak. Az I, mérése Nisoldipine érzékeny aramként tortént.
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A human kamrai szivizomsejteken ENDO és EPI AP segitségével kapott dramgorbék nagy hasonldsagot
mutattak a kutyan megfigyelt gorbékkel (8. abra). Az AP felszallé szarat kovet6en az dram gyorsan elérte
csucsat, majd meredeken csokkenni kezdett. ENDO AP esetében a csdkkenés exponenciilis jelleggel
folytatddott és az dram az AP végére lecsengett. EPlI AP esetében az incisurat kovetdé dom felszalld
szardval egyid6ben egy masodik csucs jelentkezett, mely szélesebb és laposabb volt a megel6z6 csucstol.
Ezt kovetben az aram az ENDO konfigurdcidhoz hasonldan gyorsan nulldra csokkent. Az dram-fesziiltség
diagramm a kutya sejteken megfigyeltekhez hasonléan egy hurkot képezett az ENDO és két hurkot az EPI
AP esetén. Human sejteken azonban az ENDO tipusu hurok jéval keskenyebb volt, mint a kutya sejteken
lathatd. Ennek oka valdszinilileg a humdn szivizomsejtek ioncsatorndinak kutyatdl valo eltéré kapuzasi
kinetikdja lehet. A Luo-Rudy modell alkalmazasaval a Kass-Sanguinetti inaktivacids kinetikat hasznalva
rekonstrudltuk az Ic,. AP alatti lefutdsat (9. abra). Mivel a modell az eredeti paramétereivel az
aramcsucsot jelent&sen tulbecsiilte, a jobb illeszkedés kedvéért a csatorna egységnyi vezet6 képességét
csokkenteniink kellett. Ezen mddositas utan a modell igen jol reprodukalta a kisérletekben latott ENDO

és EPI tipusu aramprofilokat.
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10. abra. Az I, ;, lefutisa tengeri malac kamrai szivizomsejten

Reprezentativ akcios potencidl €s Ir,; dramprofilok tengeri malac kamrai szivizomsejtjébdl. Az I, |
egy gyors felszallo szarat kdvetden széles, lapos domot formal, majd az akcids potencial harmadik
fazisa alatt az aram meredeken csokken és a teljes repolarizaciot megelézéen értéke eléri a nulla
vonalat.

Hasonlé megfigyeléseket tettiink 14 tovabbi kamrai szivizomsejten.

Kisérleteink megmutattak, hogy az Ic, aramprofiljdnak ENDO-EPI irdnyd inhomogenitasa emberi

szivizomban is jelen van.

6.3.1.3. Az I, profilja tengeri malac kamrai szivizomsejteken

A tengerimalac kamrai szivizom sejtjein az I, kiterjed az AP teljes hosszara eltéréen a korabban targyalt
kutya és human sejteken megfigyeltekt6l (10. dbra). Bar az AP felszallé szérat kovetGen az dram itt is
gyorsan aktivalédik, de a gyors fazist egy tovabbi, lassabb novekedés koveti. Az dram a platd alatt lapos
csucsot képez, majd el6bb lassan, kés6ébb egyre gyorsuld itemben csokkenve az AP teljes lezajlasa el6tt
szlinik meg. A tengeri malacok szivizomsejtjeibdl hianyzik az I,,, emiatt az AP morfologidjaban kutya és
human sejteken ismert ENDO-EPI irdnyl inhomogenitas itt nem figyelheté meg.

Bar az AP alakja és az egyes ionaramok lefutdasa kozotti kapcsolat elemeit még sok tekintetben nem
ismererjik, az elmult évek kutatasainak eredményeként egyre tobb részlet keril tisztdzasra. Mar a
legkorabbi vizsgalatok, hagyomanyos VC technika alkalmazasaval megmutattak, hogy az AP elsé fazisa
sordn a gyors repolarizacié fokozza a Ca®* ionokra haté hajtéer6t és ezzel hozzajarul az lcaL

fenntartasahoz a plato alatt. Ezt a megallapitast APC technika alkalmazasaval tobben is megerdsitették
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nyudlon [12, 107] és tengeri malacon, mely utdbbi fajon a plato alatti fenntartott komponenst is
megfigyelték [13, 108]. A kisérleti megfigyelésekkel ellentétben a hagyomanyos Luo-Rudy modell nem
jésol jelent6s fenntartott komponenst a plato alatt, ezzel szemben az AP harmadik fazisa soran ujabb
aramnovekedéssel, egyfajta kés6i csiccsal szamolnak a hajtéer6 tovabbi novekedése miatt [3]. Ennek a
modellnek teljes mértékben megfelel a kutya és emberi kamrasejteken rogzitett Ic,, alakja és ezeken a
fajokon a modell jol josolja az ENDO-EPI heterogenitdst is. A tengeri malac kamrai izomsejtjeiben
mérhet6 AP alakja jelent&sen eltér a kutya és az ember szivizomsejtjeiben megfigyelhet6kétdl. Sokkal
jobban hasonlit egy szabalyos négyszog alaku parancsjelhez, mint a masik két faj AP-ja. Annak megértése
azonban, hogy az I, alakjaban tapasztalhaté jelentds kilonbségek mennyiben tulajdonithatéak a
feszlltségprofilon lathatd  kiilonbségeknek és mennyiben vezethet6ek vissza  csatorndk
feszlltségérzékenységében vagy kapuzasi tulajdonsagaiban megmutathatd kilénbségekre, tovabbi

kutatdsokat tesz sziikségessé.
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12. abra. Az I, akcios potencial (AP) alatti

P
L
<
/ |
—
/

alakja kutya kamrai szivizomsejteken -100 g

A panel: reprezentativ AP és I, alakok 2 %

B panel: A reprezentativ AP ¢és aramjelbdl _ i

szerkesztett aram-fesziiltség diagramm. u&i 1 }"\ —
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membranpotencial értékeknél nagysdga a diastoles " 1ime m)*° Vo (VY
szint ala csokken.

C panel: Az I, csticsa nagyfoku iddbeli egybeesést
mutat az AP harmadik fazisanak maximalis
repolarizacidjaval.

D panel: Az AP alakjabol és a sejt kapacitasabol
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6.3.2. Kalium aramok

Az kdlium dramok tobb tipusa jatszik fontos szerepet a sziv akcids potencidljanak megformalasaban és
bar ezek expresszidja, nagysaga jelentdsen kilonbozik az egyes fajokon, tapasztalataink szerint az AP
alatti profilok fajok kozotti variabilitasa viszonylag kicsi. Ezért ebben a szakaszban kizarélag kutya kamrai

szivizomsejteken kapott eredmények bemutatdsara szoritkozom.

6.3.2.1. A Tranziens Outward Kalium aram (I, )

« s

ki a csatorndn, viszont a tébbi kdlium aramot még nem gatolja jelentGs mértékben. 1 Hz-es ingerlési
frekvencian mérve az |, az AP felszalld szarat kévetGen igen gyorsan aktivalddik, a csicsértékét 4.4+0.7
ms alatt elérve (11. abra). Ezt kovet6en az aram monoexponencialis jelleggel csdkken, idGkonstansanak
atlagértéke 7.4+0.6 ms-nak adddott. 50 ms-al az AP cslcsa utan az dram mar nem kilonithet6 el az

alapvonaltdl. Az dram csucsértéke 3.0+£0.23 A/F, integrédlja 29.7+2.5 fC6pF volt (n=10). Az aram
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13. abra. Az I, akciés potenciil (AP) alatti alakja
kutya kamrai szivizomsejteken

A panel: reprezentativ AP és I, alakok

B panel: A reprezentativ AP és aramjelbdl szerkesztett
aram-fesziiltség diagramm. Megfigyelhetd, hogy az I, az
AP csaknem teljes fesziiltség tartomanyaban aktiv.

C panel: Az I, csticsa nagyfoku id6beli egybeesést mutat
az AP harmadik fazisanak maximalis repolarizacidjaval.

D panel: Az AP alakjabdl és a sejt kapacitasabol szamitott
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csucsértéke mindig megel6zte az AP incisurajat és annak felszalld szarat 10.0+0.8 ms-al kovette. Az
aram-fesziiltség gorbén lathatd, hogy az I, a -15 és +40 mV-os tartomdnyban aktiv, a csucsértékét
8.8+1.9 mV értéknél éri el. Nagyfoku linearis korreldcié volt megfigyelheté az egyes sejteken mért
aramcsucs nagysaga és az AP incisurdjanak mélysége kozott. Ha az incisura legalacsonyabb pontjan mért
feszilltséget abrazoltuk az I, csucsértékének fliggvényében, a korreldcids koefficiens értéke -0.97-nek
addédott, ami igen erds korrelaciot jelez (p<0.001). Kutydn jo ideje ismert az |, EPI-ENDO iranyu
inhomogenitdsa: EPI sejteken, ahol az AP mély incisurdval rendelkezik, az |, atlagos aramsl(ir(isége
jelentésen meghaladja az ENDO sejteken mértet, amelyek incisurdja kevésbé kifejezett vagy éppen
hidnyozhat is [31, 109]. Ezek a megfigyelések mar jelezték, hogy az AP incisura és az |, kapcsolatban
allnak egymadssal. Itt bemutatott kisérleteink elsé alkalommal elemzik az incisura és a sejt sajat AP-ja
alatt mért |, viszonyat, el6szor sikerdl kimutatni a két paraméter kozotti statisztikailag erGs
Osszefliggést. Szemben az incisura alakjaval, az akcids potencidl hossza (APDgy) és az I, csucsértéke
kozott nem tudtunk korreldciét kimutatni, ami arra utal, hogy kutya esetében az AP hosszanak

meghatdrozdsaban az I, nem jatszik jelentds szerepet.
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6.3.2.2. A befelé egyeniranyité kalium aram (ly,)

A befelé egyenirdnyité dram AP alatti lefutdsat 50 pM BaCl segitségével vizsgaltuk, amely -58 mV-nal
mérve az Iy, mintegy 88%-at gatolja, de elhanyagolhatd hatast fejt ki a tobbi dramra [110]. Szemben a
tdbbi K" drammal az Iy, a diastole alatt egy allandé pozitiv (outward) értéket mutat, amely atlagértéke
0.26+0.03 A/F (n=7). Az AP felszall6 szaraval egyid6ben az dram meredeken csokkent, majd a plato alatt
lassi monoton névekedést mutatott (12. dbra). Az AP hosszanak felénél az aram 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 dram novekedése felgyorsult és cstcsértékét (1.84+0.1 A/F) a V max Utan 1 ms-al
kdvetSen érte el 58.3+0.6 mV fesziltségnél. Az I, integral értéke 61.6+6.2fC/ pF volt, amelybdl 41.6+2.7
fC/pF esett a terminalis repolarizacidra és 19.9+6.0fC/pF a plato idGtartamara. Az Iy, szolgaltatta az lne:
75%-at a V.. id6pontjdban, ennek megfeleléen az AP harmadik fazisa alatti maximalis repolarizacio
id6pontja és nagysaga erds korrelaciét mutatott az I, csucs id6pontjdval és nagysagaval. Hasonldan az
lo és I, esetében megfigyeltekhez, nem talaltunk korrelaciét az dramcsucs amplitiddéja és az AP hossza
(APDg) kozott.

Az Iy, a kamrai szivizomsejtek nyugalmi membranpotencidljanak fenntartasdban és a terminalis
repolarizacidban résztvevé legjelentésebb kalium aram. Az I, altalunk megfigyelt profilja j6 egyezést
mutat a Zaza és mtsai altal tengeri malacban leirt aramprofillal, bar méréseink szerint kutyaban nagysaga
a tengeri malacétdl elmarad [111]. Méréseink megmutattak, hogy az dram a diastole alatt folyamatosan
jelen van, az akcids potencial platéja alatti csokkenése a csatorna depolarizacié hatasara fokozdédé
egyeniranyitd hatdsaval magyardzhaté [112]. A termindlis repolarizacié alatti gyors noévekedése jol
magyarazhatd egy olyan pozitiv visszacsatoldssal, amely a csékken6 membranpotencidl miatt megsz(ing

egyeniranyitas és a kiépll6 aram altal szolgaltatott fokozddd repolarizald erd kozott jon létre.

6.3.2.3. A késGi egyeniranyité aram gyors komponense (ly,)

A késbi egyeniranyité dram gyors komponensét 1 puM E-4031 segitségével mértiik. Ebben a
koncentraciéban alkalmazva a szer nagyfoku szelektivitdist mutat és nem ismert, hogy mas
ioncsatornakkal kdlcsonhatasba keriilne. Az AP Clamp kisérletekben az Iy, monoton mddon emelkedett
az AP harmadik fazisa alatt lathatd csucsig, majd ezt kdvetGen a nyugalmi membranpotencial eléréséig

meredeken csokkent (13. dbra). Az dramcslcs atlagos amplituddja 0.62+0.08 A/F, az integral értéke
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57.6+6.7 fC/pF volt (n=9), ami j6 egyezést mutat mas szerz6k egyéb mddszerekkel kapott eredményeivel
[113]. Az AP hosszanak felénél az aram nagysdga mind&ssze 0.14+0.03 A/F, ami az amplitidé 23.1+4.6%-
a és lassu, késleltetett kezdeti novekedésre utal. Az dram névekedése +17+3.5 mV értéknél gyorsul fel és
a csucsat -54.2+1.7 mV-nal éri el. Az dram-fesziiltség gorbe megmutatja, hogy az aram -75 és +15 mV
tartomanyban aktiv. Elemzéseink megmutattak, hogy az Iy, csucsa 5-10 millisecundummal megel6zi a
harmadik fazis maximalis repolarizaciéjanak idépontjat. A két id6pont kozotti szoros, linearis korrelacid
(r=0.97, p<0.001) arra utal, hogy az dram jelentds szerepet tolt be a terminalis repolarizacidban. Az Iy,
repolarizaciohoz valé hozzajaruldsdanak mennyiségi viszonyait a nettd6 membranarammal vald
Osszehasonlitassal becsiltik meg. A netté membranaram definicié szerint az az aramgoérbe, ami adott
sejtkapacitds esetén létrehoz egy adott AP-t. Ismert AP esetén a nettd dram (lnet) az lhee=-Crn*dV/dt
képlettel szamithaté. Az 6sszehasonlité elemzések megmutattdk, hogy a plato nagy része alatt az Iy, a
domindns aram, amely az |, tobb mint 80%-at teszi ki. A harmadik fazis sordn azonban a felgyorsuld
repolarizacidhoz az Iy, mar csupdan az l..; kevesebb, mint egyharmadaval jarul hozza. Valdszin(lileg ennek
a kismértékl hozzajarulasnak tulajdonithatd, hogy az I, csucsdnak amplitiddja nem mutatott korrelaciot

sem a terminalis repolarizacié maximalis értékével (V max), sem az AP hosszaval (APDq).
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14. abra. Az 1, profilja az akcidés potencial alatt

A: Az It ANTRA érzékeny dramként meghatarozva az aram egy korai outward és egy késdi inward
komponensbdl all 0 mV kériili egyensulyi potencial értékkel.

B: Az outward komponens soran elmozdul6 toltés mennyiség és az aram csucsértéke kozel duplaja az
inward komponensének.

6.3.3. A klorid aram AP alatti profilja kutya kamrai szivizomsejteken

A Klorid dram (Ig) AP alatti profiljdnak meghatarozasara az antracén-9-karboxilsav (ANTRA) érzékeny
aramot hasznaltuk. A kisérleteket 37 °C-on végeztiik, az ANTRA-t a csatorna blokkoldsara 0.5 mM
koncentracidban alkalmaztuk két percen at. Az el6kisérletek szerint ez az idGtartam elég volt a
kompenzald aram stabilizaléddsahoz.

Az | kétfazisu dramként jelen volt az AP teljes hossza alatt (14. dbra). Az AP felszallé szara alatt az
outward komponens gyorsan kiépilt és az incizira mélypontjanak elérése el6tt elérte csucsat, majd
csokkenni kezdett. A csokkenés kezdetben viszonylag gyorsan zajlott, az dram nagysdga 30-40 ms-on
beliil a csucsérték mintegy harmadara esett. Ezt kovet6en az dram az egész plato alatt kozel linearis
madon csdkkent a plato kozépss szakaszan 0 mV érték koril irdanyt 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 dram integralja nagyobb volt az inward fazisban

megfigyelheténél.
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6.4. A kamrai szivizomsejtek membranaramainak koordinacidja

Az AP jellegzetes fesziiltségprofiljat a sejtmembran ionaramainak finom egyensulya, a depolarizald és
repolarizalé er6k pillanatnyi eredéje rajzolja meg. Minthogy az egyes ioncsatornak funkcionalis allapotai
(aktivacio, deaktivacio, inaktivacid, inaktivacidbdl vald visszatérés) kozotti atmenet egyik legfontosabb
meghatdrozdja a mindenkori membrdnpotencial értéke, a fesziltségprofil visszahat az 6t kialakitd
iondaramok dinamikajara. Az egyes iondramok tehat a fesziiltségprofil alakitdsdn keresztil sajat AP alatti
lefutdsukat is befolyasoljdk, aktivacidjukat és inaktivaciéjukat koordinaljak. A szivizomsejtek egyes
iondramainak erGssége kozott jelentds kilonbségek vannak, ezért hozzajarulasuk a membranpotencial
valtozdsahoz is kilénb6z6 lesz. lly médon az egyes erGsebb iondramok mintegy ,vezetik” a gyengébb
iondaramok kiépulését, vagy lecsengését, ami az individudlis aramok membranpotencidlon at térténd
illetve az egyes ionaramok kozotti koordinacié tanulmanyozasa soran kapott eredményeink bemutatasa

kovetkezik.

6.4.1. Az akcios potencial és az ionaramok koordinacidja

Ebben a szakaszban az AP feszliltségprofilja és az iondramok k6zotti kapcsolatot elemzem .

6.4.1.1. Az Ic,, és az AP koordinacidja

Az altalunk tanulmanyozott fajokban a kamrai szivizomsejtek AP-je hosszu plato fazissal, vagy démmal
rendelkezik és ezért els6 kozelitésben csak kevéssé kilonbozik a hagyomanyos VC technikakban hasznalt
négyszog alaku parancsjelektSl. Ennek ellenére az Ig,, profilja az AP alatt jelentésen kilonbozik a
négyszog alaku parancsjelek alkalmazasa sordn rogzitett aramprofiltél. A kdvetkez6 vizsgdlatok célja az
volt, hogy megtudjuk, milyen visszacsatoldsi mechanizmusok mikddnek az AP fesziiltségprofilja és az Ic,,.

dinamikdja kozott.
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15. 4bra. A depolariziciét megszakité repolarizacios 1épcsé deaktivalja az L-tipusi kalcium csatornikat
és lehetéséget ad azok djranyilasara

A: reprezentativ aramgdrbék a depolarizalé parancsjelet megszakité repolarizalo 1épcsdkkel.

B: A repoalrizalé 1épcsé végén mért dram nagysaga a negativ potencial értékek felé csdkken.

C: A szélesebb és mélyebb repolarizald 1épcs6k megnoévelik a masodik dramcesiics nagysagat.

D: Az els6 depolarizalo 1épcsd szélessége nincs jelentds hatassal az ICa,L inaktivaciobol vald visszatérésére

Kutyasziven végzett vizsgalatok

Ezek a megfigyelések egyértelmlien mutatjak, hogy kutya EPI sejtekben a démot az I, masodik csucsa,
vagyis reaktivalddasa hozza létre.

Az lc,. masodik csucsa EPI sejteken a csatornak Ujra aktivaléddasanak kovetkezményeként johet csak
létre, hiszen a dom felszallo szara alatt a membran depolarizacidja miatt a kalcium ionokra haté hajtéerd
folyamatosan csokken. Ha a csokkené hajtéeré ellenére masodik csucs alakul ki, az arra utal, hogy a
masodik aktivaciéban a csatornapopuldcié jelent6s hanyada vesz részt. A kovetkez6 lépésben azt
vizsgaltuk, hogy az incizira mélysége vagy szélessége hogyan befolyasolja a masodszorra aktivalodo
csatornak részaranyat. Hagyomanyos VC technikaval kett6s négyszog alaku parancsjeleket alkalmaztunk
kutya kamrai szivizomsejteken (15. bra). Az elsé depolarizalé parancsjel alatt a membranpotencidlt -40
mV-rél +10 mV-ra depolarizadltuk 25 ms id6tartamra. Ez a depolarizacié felelt meg a csatornak elsé
aktivaciéjanak. Ezt kovetben egy 25 illetve 100 ms széles repolarizald 1épcsét alkalmaztunk a kiilénb6zé
id6tartamu incizurdk szimuldldsara. A repolarizald Iépcsé fesziiltségét 5 mV-os |épéskozdkben -40 mV-ig
csokkentettuk. A repolarizaciét kdvet6en egy 100 ms hosszu, +10 mV-os depolarizacio kovetkezett az I¢,

Ujra aktivalasa céljabdl. A két depolarizadléd lépcsének megfelel6en az dramgorbén két dramcsucsot
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16. abra. Az AP inciziira modellezése kombinalt négyszog és rampa protokollal human kamrai
szivizomsejteken.

A: A kombinalt protokoll segitségével mért aramjelek feltarjak, hogy a repolarizacids rampa alatt az
I, deaktivalodik (1), majd a kovetkezO depolarizicié soran a rampa mélységével ardnyosan nd a
masodik aramesucs (Ip,).

rrrrrrrr

D-F: Az A-C paneleken bemutatott kisérleti eredményeket a Luo-Rudy modell jol rekonstrualja.

[athattunk. Az adatok elemzése sordn a mdsodik dramcsucsnak az els6 csucsra normalt értékével
jellemeztiik az Gjra aktivalédo csatornapopuldcié nagysagat. Adataink azt mutattak, hogy a repolarizald
[épcsé szélességének vagy mélységének novelése egyarant fokozta a masodik cslics nagysagat.
Megfigyeltik tovabba, hogy a repolarizalé [épcsé mélységének ndvelése az els6 dramcsucs lecsengését
felgyorsitotta. Mivel az inaktivacid a pozitivabb membranpotencidl értékeken gyorsul, a jelenség
hatterében valdszin(ileg a csatorndk deaktivacidja allhat; a rovid repolarizacid tehat a nyitott allapotu
csatornakat nem az inaktivacio iranyaba mozditja, hanem visszaviszi zart allapotba, ahonnan a kévetkezd
depolarizalé lépcsd sordn ismét megnyilhatnak. Ez a megfigyelés az AP-ra vonatkoztatva azt jelenti, hogy
minél mélyebb és minél szélesebb az incizdra, annal nagyobb csatornahanyad aktivalédik djra, annal
nagyobb lesz a masodik Ic,, csucs. Erdekes médon az elsé depolarizdld Iépcsé szélessége nem volt
jelent8s hatasal a masodik csucs nagysagara. Ha az I, inaktivaciobdl vald visszatérését hatdroztuk meg
25 vagy 100 ms széles depolarizacidval, az els6 és a masodik aramcsics aranya nem kilonbozott
egymastol szignifikdns mértékben. Ez arra utal, hogy az els6 depolarizalé |épcsé, illetve in situ viszonyok

kozott az AP felszallé szara a zart allapotu csatorndk legnagyobb részét aktivalja.
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Human sziven végzett vizsgalatok

Az EPI AP ,spike and dome” konfiguracidjanak modellezése céljdbdél egy olyan kombindlt négyszog-
rampa parancsjel alkalmazasaval mértiik az I, deaktivaciojat és reaktivaciojat, amelyben a rampakbdl
képezett 25 ms széles incisurdt +10 és-40 mV mélység kozott vdltoztattuk. A kapott dramjelek
megmutattak, hogy minél mélyebb volt az incisura, anndl er6teljesebben csokkent az I, (16. abra, A
panel, |,). Ez egyértelmien azt igazolja, hogy a gyors repolarizdcids rampa alatt a csatorna deaktivacioja
olyan nagy itemben zajlik, hogy a feszlltségcsokkenés kovetkeztében megndvekvs hajtéeré novekedés
kovetkezményei sem érvényesilnek (a -40 mV-os mélypontndl az d&ram mar mérhetetlenil lecsokken). A
feszlltségfligg6 deaktivacio nagysdgat az incizira mélypontjan mért, az els6 csucsra normalizalt arammal
becsilltik meg. Lathatd, hogy a -40 mV-os fesziiltséghez tartozd hanyados értéke nulla (B panel).
Ugyanakkor a -40 mV-hoz tartozé masodik aramcsuics mar az elsé csucsnak tobb mint 75%-a, jelezve,
hogy a rovid incizira alatt az inaktivdlédott csatorndk nagyrésze is visszatérhetett zart allapotba
(recovery from inactivation). A Luo-Rudy modell alkalmazasaval megvizsgaltuk, hogy a kisérleti adatokat
milyen mértékben igazoljak a csatorna ismert kinetikai paraméterei. Amint az a D-F paneleken lathatd, a
kapott kisérleti adataink jél megfelelnek a modell ltal megjésolt viselkedésnek.

A kiilénb6z6 fajokon AP Clamp technikaval mért I, az AP platdja alatt eltér6 magassagu, de jol
felismerhet6 fenntartott komponenst mutat. Ez a fenntartott komponens hagyomanyos, négyszog alaku
parancsjeleket alkalmazo voltage clamp kisérletekben sosem jelenik meg. Az ellentmonddst tobben azzal
a magyarazattal prébaltak feloldani, hogy egyrészt az AP lassu repolarizaciéja soran megnévekszik a
hajtderd, masrészt az inaktivalddott csatornak egy része visszatér a zart allapotba [12, 13, 107, 108]. A
mi adataink arra utalnak, hogy bar a két el6z6ekben emlitett jelenség biztosan hozzdajarul valamilyen
mértékben az I, fenntartott komponenséhez, de ezeknél a csatorna deaktivacidja valészindleg sokkal

fontosabb tényezd.
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17. abra. Az EPI sejtek domjat az I, hozza létre

A: Korrelaci6 az I, masodik csiicsdnak idépontja és a dom maximalis felszallasi meredekségének idépontja
kozott. A regresszios gorbe 1-et kozelité meredeksége a két idépont egybeesését mutatja.

B: A dom felszallé széra alatt az |, és a membrdn netté daramdnak gorbéje jelentds atfedést mutat.

C: Amennyiben az |, -t gatoljuk, a dom elt(inik és az AP jelentGsen megrovidiil.

Az EPI sejtek domjatt az I, hozza létre

Az el6z6ekben bemutatott adatok arra szolgdltatnak bizonyitékokat, hogy az AP alakja vezérli az L-tipusu
kalcium csatornakat. A kovetkezékben arra mutatok be példat, hogy az I, hogyan hat vissza az AP
alakjara.

Amint azt |attuk, az EPI AP incisuraja alatt az L-tipusu kalcium csatornak jelentds része deaktivalédik. Ez a
zart allapotu populdcid azonban jelentGs depolarizalé erdt képvisel, ha megnyilik. Amint az AP elsé fazisa
alatt az |y, inaktivalddik, megszlinik egy jelent8s repolarizalé er6 és ezzel tér nyilik az Ic,| szdmara, hogy a
membranpotenciadlt megforditsa. A névekvd fesziiltség egyre nagyobb szamu kalcium csatornat nyit
meg, s ez a pozitiv visszacsatolds a membranpotencidlt visszaviszi az AP csucsanak kozelébe. Az AP Clamp
kisérletek adatainak elemzése megmutatta, hogy az EPI sejteken megfigyelhet6 masodik I, csucs
kialakuldsanak ideje erds korreldciot (r=0.998, p<0.02, n=8) mutat a dém maximalis felszallasi
meredekségének id6pontjaval (17. dbra A panel). Ez a szoros korrelacié felveti, de természetesen még
nem bizonyitja az ok-okozati 6sszefliggést. Ha azonban dsszehasonlitjuk az AP alakjabdl szamitott nettd
membrandram lefutasat az AP Clamp maddszerrel mért Ic,, alakjaval, lathatjuk, hogy az incisura alatt a

ketts jelent8s atfedést mutat, kiilonosen a dom felszallé szara alatt (B panel). A nettdé membranaram
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(lhet = -Cmd V/dt) azt az arammenyiséget jelenti, amely adott kapacitas esetén az AP-t létrehozza [9, 114].

Ez a nagyfoku atfedés azt jelenti, hogy az I, masodik csucsa nem csak egybeesik a dom felszallo
szdraval, de ezen tul a létrehozasahoz sziikséges arammenyiséget is hordozza. Természetesen nem
feltételezhetjiik, hogy az AP adott szakaszaban csak az I, van jelen, de az valdszin(sithet8, hogy a tébbi
aram kozel kinullazza egymast ebben a szakaszban és az I,; marad a dominans ionaram. A feltevés

tovabbi bizonyitékaul szolgdl, hogy 1 uM Nisoldipin jelenlétében az EPI sejtek démija eltlinik (C panel).

6.4.1.2. Az AP és az IKs koordinacidja

A vizsgalatok els6 részében arra kerestiink valaszt, hogy kisérleti korilményeink k6zott a chromanol
nyujtja-e a kutya kamrai AP-t. Ezt kovetGen megvizsgdltuk, hogy az AP alakjanak farmakonokkal torténé
modositasa miként befolyasolja az ¢, gatlas altal el6idézett Ap hosszabbodast. Az Iy gatldsara 10 uM
Chromanol-293B-t hasznaltunk, amelyet kontroll, illetve 2 nM isproterenollal, vagy 1 uM E-4031-el
el6kezelt sejteken teszteltiink. A vizsgalatokat 0.5, 1, 2 és 5 masodperces ingerlési ciklushosszakon
végeztiik. Az isoproterenol az alkalmazott koncentracioban nem valtoztatta meg az AP hosszat
statisztikailag szignifikans mértékben, ezzel szemben megemelte a platét. A platé emelés
frenkvenciafiigg6 volt, mig 0.5 Hz ingerlési frekvencian az emelkedés mértéke nem volt statisztikailag

szignifikdns, 5 Hz-en mar tébb mint 5 mV emelkedést figyelhettiink meg.

A chromanol nyujtja az AP-t

A chromanol kutya kamrai sejteken az AP hosszat frekvenciafiigg6 modon nyujtotta anélkil, hogy mas
paraméterekben valtozas kovetkezett volna be. 1 Hz-en torténd ingerlés esetén az APDsy 152.0+7.4 ms-
rol 158.0+10.9 ms-ra, az APD90 200.5+8.2 ms-rél 209.7+10.8 ms-ra n6tt 10 uM chromanol hatdsara. Ez
a kisfoku, de statisztikailag szignifikans (p<0.05, n=6) nyulas az ingerlés ciklushosszanak noévelésével
egyre jelent6sebbé valt (18. dbra). Ugyanakkor a nyugalmi membranpotencial (-81.0+2.8 vs -82.742.1
mV), az akcids potencial amplitudo (99.4+2.9 vs 101.2+3.2 mV), a platé magassag (88.1+3.3 vs 90.2+3.5
mV), a felszallé szar maximalis meredeksége (272423 vs 286431 V/s) esetében a 10 uM chromanol nem

okozott statisztikailag jelent@s valtozast (az adatok 1 Hz ingerlési frekvenciara vonatkoznak).
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18. abra. 10 pM Chromanol hatidsa a kutya kamrai akciés potencialjara

A: Reprezentativ akcids potencialok 10 pM Chromanol alkalmazasa el6tt és utan. Lathato, hogy a
Chromanol az AP platdjanak emelése nélkiil nytjtja meg az AP-t.

B: 10 uM Chromanol hatdsa kiilonb6z6 ingerlési frekvencidkon az AP hosszara. A Chromanol 4ltal
kivaltott AP nyujtas nagy ciklushosszak esetén erdteljesebb.

A Chromanol hatasa Isoproterenol vagy E-4031 jelenlétében

A 10 uM chromanol AP hosszdra gyakorolt hatdsat megvizsgaltuk mind 2 nM isoproterenol, mind 1 uM
E-4031 elGkezelést kbvetSen (19. abra). A 2 nM isoproterenollal torténd el6kezelés szignifikdns médon
megemelte az AP platé magassagat anélkil, hogy a hosszat megvaltoztatta volna. A platé emeld hatas
statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult és a ciklushossz novelésével aranyosan nétt. 1 uM E-4031
hasonlé mértékben emelte a platé magassagot mint 2 nM isoproterenol, de ezen tulmenéen az AP
hosszat is frekvenciafiggé moddon nydjtotta. 10 uM chromanol hatasara mindkét csoportban,
valamennyi vizsgalt frekvencidn szignifikdns mdodon megnyult az AP, de az AP nyujtdé hatdsban az
el6kezeléstsl fiiggetleniil nem taldltunk kilénbséget (D panel). Osszefoglalva a tapasztalatokat
megallapithatjuk, hogy a Chromanol azonos mértéki AP nyujtast idézett el§ azon sejteken, amelyeknek
csak a platdo magassaga emelkedett meg és azokon a sejteken, amelyeken a platé magassag emelésén

kivil még AP nyulast is el6idéztiink.
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19. abra. Chromanol hatiasa az AP-ra Isoproterenol és E-4031 el6kezelés utan.

A: 2 nM Isoproterenol (fels6 panel) és 1 pM E-4031 (als6 panel) hatasa reprezentativ AP-ken
bemutatva

B-C: 10 uM Chromanol hatasa az AP platd magassagara (B) és hosszara (C)

D: A Chromanol altal okozott ny(jtds mértéke hasonld az isoproterenollal és E-4031-el elkezelt
sejtekben

A jelen vizsgalatok kozvetlen célja az volt, hogy meghatdrozzuk, az AP platdja vagy hossza jatszik
jelent6sebb szerepet az Iy aktivadlasdban. Ennek eldéntésére meghataroztuk a Chromanol altal okozott
AP nyulds és az AP hossza, illetve platdmagassaga kozotti korreldciot mindkét el6kezelt csoportban.
Tapasztalataink szerint a Chromanol altal elGidézett nyulds j6 korrelaciét mutatott a platé magassaggal
mind az isoproterenol (r=0.902), mind az E-4031 el6kezelést kovetGen (20. dbra A-B panelek). Ezzel
szemben az AP hossza egyik csoportban sem mutatott korrelaciét az Iy, gatlasat kovet6 AP nyuldssal (20.
abra, C-D panelek). Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az I aktivacidjaban az AP platé magassaga

jelent&sebb meghatarozo erével bir, mint a hossza.
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20. abra. Korrelicié a Chromanol AP nyujté hatisa és az AP platé magassaga, valamint hossza
kozott.

A-B: Isoproterenol vagy E-4031 el6kezelést kovetden a Chromanol 4ltal kivaltott AP nyujtd hatés
mértéke a platé magassagaval mutat jo korrelaciot.

C-D: A Chromanol altal kivaltott AP nyulas nem mutat korrelaciot az AP hosszaval (APDys)

A Chromanol hatdsa tonizalassal médositott AP-n

A fenti két farmakonnal torténd el6kezelés megvaltoztatta az AP hosszat és platé magassagat, amely a
kiilonboz6 ingerlési frekvencidkkal kombindlva eléggé széles tartomanyra szélesitette ki az AP
paramétereit ahhoz, hogy a korrelacids vizsgalatot sikeresen el tudjuk végezni. Nagy hatranya azonban a
farmakoldgiai mdédszereknek, hogy nem mindig , tisztak”. Esetiinkben példaul az isoproterenol nemcsak
athangolta a sejt uUgyszélvdn valamennyi szignalizdcids Utvonalanak aktivitdasat, de direkt mddon
megvaltoztatta az Iy, kinetikajat is [73, 115]. Eppen ezért a megfigyeléseink megerdsitése céljabdl
tonizald aram alkalmazasaval is mdodositottuk az AP paramétereket, majd ilyen korliimények kozott
megmértik a Chromanol AP nyujté hatdsat. Ehhez az AP-k platéja alatt, a felszalld szarhoz szinkronizdlva
170 ms hosszU depolarizdlé négyszog pulzusokat alkalmaztunk 100-500 pA tartomanyban 100 pA-es
Iépéskozokkel. Ezeket a tonizald pulzusokat a chromanol kezelés el6tt és utan alkalmazva az AP-k
hosszat és platd magassdgat olyan széles tartomanyban valtoztattuk meg, amely lehetévé tette a

korrelacids vizsgalatok elvégzését (21. dbra). Megfigyeléseink szerint a Chromanol altal elGidézett AP
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nyujté hatas ebben az esetben is az AP hosszaval mutatott korreldciot és a platé magassaggal nem. Ezen

a ponton tehat kijelenthetjik, hogy két fliggetlen mddszerrel ugyanarra a kdvetkeztetésre jutottunk.

Az ly; modellezésével tett megfigyelések

Megfigyeléseink tovabbi megerdsitése, illetve a latott Osszefliggések mechanizmusdanak megértése
céljabdl szamitégépes szimulacid segitségével tanulmanyoztuk az AP hosszanak, illetve platd
magassaganak hatasat az I, AP alatti profiljara. A szimuldciéhoz Viswanathan modelljét hasznaltuk
[116]. Voltage clamp viszonyokat modelleztiink, parancsjelként kilénb6z6 hosszUsagu és platd
magassagu AP-kat haszndlva. Az eltér6 paraméter(i AP-kat egy korabban altalunk kutya kamrai
szivizomsejten rogzitett, tipikusnak mondhatd AP matematikai Uton torténé atszabasaval allitottuk el6
egy interpolacids algoritmus segitségével. Két AP sorozatot készitettiink, az egyik esetben a platd
magassagat, a masik esetben pedig a hosszat valtoztattuk az élettani értékeket jelent6sen meghaladdan
széles hatarok kozott (22. abra, A és B panelek). Ezeket az AP-kat parancsjelként alkalmazva a modell

segitségével meghataroztuk az dramok AP alatti lefutasat (22. abra, C és D panelek), majd ezeket az
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aramjeleket hagyomdanyos modon elemeztiik. Az elemzéseink azt mutattak, hogy az l¢, aktivadlasaban az
AP platé magassaga lényegesen nagyobb szerepet jatszik, mint a hossza (22. abra, E és F panelek). Mig
az altalunk vizsgalat 70-110 mV terjedelm(i platé magassag tartomdanyban az I, amplituddja
megnégyszerez6dott, a 160-350 ms terjedelemben vdltoztatott AP hossz az dram amplitudojat
kevesebb, mint kétszeresére ndvelte csupan. Modellkisérleteink tehat 6sszhangban vannak az el6zéleg
ismertetett megfigyeléseinkkel. A Chromanol AP nyujté hatdsa azért er6sebb a magasabb platéval
rendelkezé AP-ken, mert azokon az lys amplitiddja, ily médon annak gatlasakor kiesé aram nagysaga
nagyobb.

Megfigyeléseink két fontos kovetkeztetés levondsara adnak lehetdséget. Egyrészt, kisérleteink azokat a
beszamoldkat erésitik meg, amelyek szerint az ly; a kamrai AP fontos repolarizdlé arama. Mdsodsorban,
adataink arra utalnak, hogy az Iy repolarizdcidhoz valé hozzdjarulasanak mértékét az AP platd
magassaga hatdrozza meg. Azok a kordbbi tanulmanyok, melyek szerint az E-4031 el6kezelt
szivizomsejteken a chromanol AP nyujté hatasa jelentGsen felergsodik, ugyancsak az altalunk javasolt

magyarazatot erGsitik meg [73, 74].
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Kovetkeztetésiinket alatamasztja, hogy az Iy gatlast kdvetben valamilyen mérték(, de a szignifikancia
szintet el nem éré APD nyuldst még azokban a kisérletekben is rendre megfigyelték, amelyekben arra a
végkovetkeztetésre jutottak, hogy az Iy repolarizdcidban jatszott szerepe elhanyagolhaté [69, 72, 73]. A
mi kisérleteinkben megfigyelt AP nyulds kismérték( volt ugyan, de kovetkezetesen szignifikans.
Masrészt6l, megfigyeléseink szerint az Iy gatlast koveté AP nyulas mértéke dramaian megnétt, ha az AP
platdjat el6zetesen isoproterenollal, E-4031-el, vagy depolarizadlé hatdsu tonizalé drammal megemeltiik.
Kovetkeztetéseink tovabbi megerdsitéséll szolgalnak azon computer szimuldcidés adataink, melyek
szerint az Iy, aktivacidjaban az AP platd magassaga sokkal fontosabb, mint a hossza. A platd
feszlltségértékében megfigyelhet6é néhany millivolt emelkedés, tehat az Iy fesziltségfliggd
aktivacidéjaban olyan jelentés novekedést okoz, amelyhez képest elmarad az AP jelent6s megnyulasanak,
akar megduplazédasanak kovetkezménye is.

Az I és az AP feszliltségprofiljanak fent elemzett viszonya magyardzatot adhat az irodalomban talalhato
adatok immar csupan latszélagos ellentmondasdra. Tengeri malacban példdul a kamrai sejtek platé
magassaga +30 mV korili érték, mig a Purkinje sejtekben a platd a negativ fesziltségtartomdanyban
talalhatd. Az dltalunk szolgaltatott magyarazat tikrében vildgossa valik, hogy az Iy, gatlas miért valt ki
jelent6s AP nyuldst a tengeri malac kamrai sejtjein [66], ugyanakkor pedig miért hatastalan a Purkinje
preparatumon [72]. A mi kisérleteinkben (kutya kamrai sejteken) a platd magassag +10 mV, ami jol
egybevag az altalunk megfigyelt kismérték( AP nyulassal az Iy, gatlast kbvetGen.

Kisérletes adataink és az altalunk alkalmazott in silico modell predikcidi k6z6tt azonban van egy jelent6s
ellentmondas. Kisérletes viszonyok kozott ugyanis nem taldltunk korreldciét az AP hossza és a
Chromanol kivaltotta AP nyulas kozott. Ezzel szemben a modell szerint az AP hossza is prediktiv értékd,
bar fliggvénye kevésbé meredek, mint a platd magassag esetében. Az ellentmondast feloldhatjuk, ha
figyelembe vessziik, hogy az in silico kisérletekben a platdé vagy az AP hossz valtozdsanak
kovetkezményeit ,tiszta” viszonyok kdzott tudtuk vizsgdlni. Mig az E-4031 vagy a tonizalds mind a platé
magassagat, mind az AP hosszat megvaltoztatta (ha eltéré mértékben is), a modellkisérletekben a két
paramétert egymastdl teljesen fuggetlenil tudtuk valtoztatni (19, 21 és 22 abrdak). Az E-4031 elGkezelés
esetében tehat a néhany millivolt platé emelés hatdsa elfedte az AP-t tobb tiz millisecundummal nyujté
hatas kovetkezményeit.

A jelenség mélyebb megértését segitheti, ha 0sszevetjlik az AP nyUjtas hatasat az Iy aktivacidjara a sziv
kiilonb6z6 régidibdl szarmazd sejtek esetén (23. dbra). A szivizomsejtek AP-inek transmuralis irdnyban
jél ismert inhomogenitdsa miatt az epicardialis, endocardialis és mid-myocardialis eredet sejtek platdja

jellegzetes szerkezetbéli kiilonbségeket mutat (részletesebben Ildsd az iondramok transmuralis

57



dc_509 12

A B C

Epicardial AP Midmyocardial AP Endocardial AP

mz
Al AL

150 ms
24 3,
S . g T
: £ :
5 5 1) 5
3 ° 3 3
01 0 '
0 300 600 300 0 300
Time (ms) Time (ms) Time (ms)
40, 2 40 3 40
— ol N[\ O m o < 0 \A
S 0 0 , S
E 5 E 25 E
S 40/ 2 S 2 B.40; I
c T T Mo ©
2 > 2 > 2
 -80f g 3 &80
J 0= |
0 600 0 300 600
Time (ms) Time (ms) Time (ms)
2.5
D —O— Epicardial AP

—w— Midmyocardial AP
—&— Endocardial AP

Normalized current
— —
o 13

200 400 600
APD_, (ms)
23. abra. Az I, modellezése EPI, MID és ENDO sejtek akcios potencialjain.
A kiilonb6z6 AP konfigurdciokhoz (felsé sor) szdmitott aramgdérbék (mésodik sor)

mutatjak, hogy azonos AP nyulas esetén az I kiillonbozd mértékben novekszik meg az
EPI, MID illetve ENDO sejteken (also, D panel).
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inhomogenitasanak megbeszélésénél). Ezekben a modellkisérletekben adatbazisunkbdl kivalasztottunk
harom reprezentativ AP-t az epicardialis, mid-myocardialis és endocardialis régiobdl. Ezeket az AP-ket a
mar korabban ismertetettekhez hasonléan kiilonb6z6 hosszusagura allitottuk be, majd voltage clamp
Uzemmaddban betdplaltuk a modellbe. Annak ellenére, hogy a harom AP sorozat azonos hosszusagu AP-
kbdl allt, jelent6s eltéréseket figyelhetlink meg az lys AP alatti lefutdsanak alakulasaban. Bar az AP
nyudjtadsara mindharom esetben az Iy, amplitidd novekedése volt a valasz, a névekedés mértéke a
legnagyobb az endocardialis sejtekben, legkisebb a mid-myocardialis sejtekben, az epicardialis sejtekben
pedig a kett6 kozott helyezkedik el (23. dbra D panel). Ezek az eredmények vildgossa teszik, hogy
viszonylag kisfoku valtozds a platé szerkezetében, illetve magassagaban jelent6sen maoddositja az Iy
amplitudojat. Emiatt, ha kisérletes viszonyok kozo6tt mind a platd, mind az AP hossza megvaltozik, a
platé hatasa lesz a domindns tényez6 az Iy profiljdnak alakitasdban. Tehat az lys repolarizdcidohoz valé
hozzdjaruldsat a platé magassdga hatarozza meg, ami egy érdekes példa a membran egyik ionaramdanak
koordindcidjara valamint a membranpotencidl és egy iondram kozotti komplex kapcsolatra.

A fesziiltség — daram - AP hossz kapcsolat erésségét jelentGsen befolyasolja az ingerlési frekvencia. Az Iy
egyik jellegzetessége, hogy a csatorna id6figgd modon nem inaktivalddik, ellenben alacsony
feszliltségértékeken lassu deaktivaciét mutat [116]. Ezért magas ingerlési frekvencidkon a diastole
rovidilése miatt a nyitott allapotban Iév6 csatorndk szdma az id6 el6rehaladtdval egyre nagyobb lesz.
Ezt nevezzik az d4ram magas ingerlési frekvencidn megfigyelhet6 akkumulacidjanak.
Modellkisérletiinkben megvizsgdltuk, hogy miként hat az ingerlési frekvencia véltozasa az Iy AP alatti
profiljara. Elve az in silico kisérletek nyujtotta egyedi elénnyel, ezekben a kisérletekben csupan a diastole
hosszat valtoztattuk az ingerlési frekvencia fliggvényében, az AP paramétereit valtozatlanul hagytuk. Ez
a leegyszer(sités az elektrofiziolégiaban megszokott eljards az ingerlési frekvencia hatdsainak
vizsgalatakor [114, 117]. A modell futtatdsakor az aldbbi protokollt kovettiik: 2 Hz frekvencidn
lefuttattunk 100 ciklust, ami stabilizalta az AP paramétereit. Ezutdn egyetlen lépésben atvaltottunk a
vizsgalandé frekvencidra és rogzitettiik, majd analizaltuk az elsé tiz AP alatti I¢; profilt. Ahogy a 24. sz.
abran lathatd, a magas frekvencian az AP alatti dram amplitudé jelentGs frekvencia-fliggést mutat.
Magas frekvencidkon az aram amplitidéja nagyobb, alacsony frekvencidn kisebb. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy magasabb ingerlési frekvencidkon az Iy repolarizdcidhoz valdé hozzajaruldsa
jelentGsebb, minek eredményeként az lys moduldlasakor (aktivalas, gatlas) az AP hosszaban varhatd
valtozdsok relativ nagysaga is nagyobb lesz.

A fentiek megértése jelentGsen hozzdjarulhat az Iy, aktivalasat / gatlasat kovet6 AP valtozdsok

megértéséhez. Elméleti jelent6ségén tul azonban a fesziltségprofil - I, kozotti koordinacio
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24. abra. Az I szimulacidja 2 Hz-es steady state ingerlés utani frekvencia valtast
kovetden.
Az els6 harom sor mutatja a sziv eltérd rétegeibdl szarmazé (EPI, MID és ENDO) AP-k
alatt szamitott aramprofilokat kiilonb6z6 ingerlési frekvencidkon. A tomott szimbolum a

frekvenciavaltas utani elsé dramgdrbét mutatja, az lires a sorozat 6todik tagjat.
Az also6 sorban az aram amplitudok alakulasa lathat6 a frekvenciavaltast kovetden.
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25. abra. A klorid aram gatlasanak hatasa az akcios potencial (AP) alakjara

A: Reprezentativ AP-ok amelyek 0.5 mM ANTRA komplex hatasait mutatjak be. A kontrollhoz képest
az AP pedig jelent6s mértékben megnyulik, az incisura mélysége pedig csokken, de platdé emelkedés
nélkiil.

B: Az AP hosszénak véltozédsa az I, gatlasat kdvetden a behatasi id6 fliggvényében. Lathatd, hogy
szemben az APD,, és APDs, értékekkel az APD,, értéke még husz perc behatdsi id6 utan sem
stabilizalodott. (n=8)

mechanizmusanak ismerete konkrét klinikai relevanciaval is bir. Az Iy gatlék (chromanol, HMR-1556)
el6allitasanak célja eredetileg egy olyan antiaritmids gydégyszer megalkotdsa volt, amely mentes az Iy,
gatlok igen el6nytelen forditott frekvencia fliggé hatdsatol [118, 119]. Fentebb ismertetett
megfigyeléseink és kordbbi irodalmi adatok [66, 73] azonban arra utalnak, hogy az Iy gdtlas
kovetkezményeit is jelent§s mértékben befolydsolja az ingerlési frekvencia, vagy az AP alakja. A sziv
kiilonb6z6 régidibdl szarmazd AP-kel végzett szimulacids kisérleteink eredményei felvetik annak
lehet6ségét, hogy az Iy, gatlok novelhetik az AP transmuralis inhomogenitasat, amirdl ismert, hogy a

ritmuszavarok kockazatat noveli.

6.4.1.3. Az AP és a klorid aram viszonya

A klorid aram repolarizacidhoz és depolarizaciohoz valdé hozzajarulasara az AP-n megfigyelhetd, az aram
ANTRA-val torténé gdatlasat kovetd valtozasokbdl kovetkeztettiink. A  méréseket hegyes
mikrolelektrédaval (R>20 MQ) végeztiik a dializis megel6zése miatt, kiilsé oldatként pedig Tyrode oldat
helyett bikarbonat tartalmu KREBS oldatot haszndltunk, megel6zendd egy esetleges intracellularis

acidosis Ig aktivald hatasat. 0.5 mM ANTRA hatdsara az AP hossza valamennyi mért értéknél lassu
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26. abra. A klorid aram gatlasa A
serkenti az Isoproterenol indukalta
utoédepolarizaciok kialakulasat

A panel: Reprezentativ akcids
potencialok, amelyeken a 5 nM
Isoproterenol hatasara kialakulo
konfiguraci6 valtozasok lathatoak. 1:
Kontroll, 2-3: AP rovidiilés.

B panel: ANTRA ¢és 5 nM Isoproterenol
hatasara kialakulo AP rovidiilés és
utodepolarizacios jelenségek. 1: Kontroll,
2: AP rovidilés, 3: Késoi
utddepolarizacio.

C panel: A klorid 4ram gétlasa gyorsitja
az ISO kivéltotta utdodepolarizaciok
kialakulasat. Ures kocka : Az
Isoproterenol kezelés hatasara
utoddepolarizaciot mutato sejtek aranya 2 05
(p) az 1d0 fiiggvényében. Telt kocka :10 2
perc ANTRA elokezelést kdvetoen az

Isoproterenol hamarabb és a sejtek tobb 0.0/
mint felében valtott ki 3 P
utoddepolarizaciokat.

—{O— Isoproterenol
—#&— Anthracene + Isoproterenol

10 15 20
Time (min)

novekedést mutatott és ezzel parhuzamosan lecsokkent az incisura mélysége (25. abra). Bar az AP
nyuldsa minden vizsgalt paraméteren (APD,,, APDsy, APD;s, APDg) kimutathatd volt, a legnagyobb
relativ hosszabbodast az APD,, esetében figyeltiik meg, amit azzal magyarazhatunk, hogy ez az érték

taldlhatd a CI" egyensulyi potencialjatdl a legtavolabb.

Az ANTRA fokozza az utédepolarizacidk kialakulasat

Megvizsgaltuk a klorid aram szerepét a késéi utddepolarizaciok (DAD) kialakuldsaban harom elterjedten
hasznalt farmakolégiai modell segitségével. Az egyes esetekben 5 nM Isoproterenollal, 3.6 mM CsCl-al,
vagy 200 nM Ouabainnal el6kezeltik a sejteket. Ezekben az ismert DAD modellekben [120] azt
vizsgaltuk, hogy az ANTRA kezelés hogyan valtoztatja meg a DAD-ok kialakulasanak gyakorisagat.

Az Isoporoterenol az alkalmazott 5 nM koncentracidban jellegzetes AP rovidilést és platé emelkedést
okozott, de nem valtott ki DAD-ot a vizsgalat 20 percén belil (25. dbra A panel). Azonban, ha az
5 nM Isoproterenollal egyiitt 0.5 mM ANTRA-val is kezeltiik a sejteket, akkor 6t percen belil nyolcbdl hat
sejten megjelentek a a DAD-k. EAD-ok kialakuldsat egyetlen alkalommal sem figyeltilk meg, bar az

Isoproterenolrél ismert, hogy az DAD és EAD kialakulasat egyarant el&segiti [57, 120, 121].
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A: Reprezentativ akcids potencialok (AP)
amelyeken a ouabain hatasara kialakuld
konfiguracio valtozas ¢és utddepolarizacio B |
lathatoak. 1: Kontroll, 2: AP nyutlas, 3: Késoi OmV“h\'\ """"""" *\ """""""""""""" Gl —
utodepolarizacio. \ \ b\

B: ANTRA és ouabain hatéasara kialakuld AP = \ \ \ \

nyulas és utddepolarizacids jelenségek. o
1: Kontroll, 2: AP nyulds, 3: Korai
utdédepolarizacio, 4: Késoi utdédepolarizacio.
C: A klorid aram gatlasa gyorsitja a ouabain
kivaltotta utédepolarizaciok kialakulasat. Cc .
10 perc ANTRA el6kezelést kovetden a =
ouabain hamarabb és a sejtek nagyobb 2
hanyadaban wvalt ki korai ¢és késo6i 3
utodepolarizaciokat.

omv-- L\: ——————————————— A\— ——————————————————————————————————————————————
27. abra. A klorid aram gatlasa serkenti a \ \ ™~
\

1.0+

O Ouabain
vm Anthracene + Ouabain

0.5 +0.5

(4) vad

0.0 r0.0

0 5 10 15 20
Time (min)

Hasonlé eredményre vezettek az Oubainnal végzett kisérleteink (27. abra). A Ouabain ugyan az
alkalmazott 200 nM koncentraciéban tiz perc utan egymagdban alkalmazva is kivaltott DAD-kat, de az
ANTRA-val egyitt alkalmazva 6t percen beliil valamennyi sejten megjelentek az utédepolarizacidk (n=8).
Erdekes médon, Az ANTRA alkalmazasét kovetéen dtmeneti jelleggel a sejtek felében megfigyeltiik EAD-
ok kialakuldsat is. Hasonlé megfigyeléseket tettiink a CsCl modell esetében is, ahol a Cs* dnmagéban 10-
20 percen belll valtott ki DAD-kat, de ANTRA addsat kdvet6en valamennyi sejtben két percen beliil
megjelentek az utddepolarizacidk (nem mutatok be dbrat).

Az altalunk tett megfigyelések ellentétben 3allnak azokkal az elméletekkel, melyek szerint az Ig,,
el6segitheti a DAD-ok kialakulasat [65, 122]. A mi adataink szerint ugyanis az I gatldsa az ami a DAD-ok
kialakulasat segiti. Természetesen adddik a kérdés, hogy a nyugalmi membranpotencidl kdzelében, ahol
az lg mar feltehetéen depolarizalé hatdsu (14. abra) miként fokozhatja a Iy gatlasa a depolarizacios
jelenségeket? A DAD-ok elsédleges oka az SR Ca’*-al vald tultoltédése (calcium overload) [57, 120]. Az
lehetSséget ad a fokozott Ca®* belépésre. Amennyiben feltételezziik, hogy az ANTRA a DAD-ok

kialakulasat fokozé hatasat ilyen kozvetett médon valtja ki, akkor az ellentmondas feloldhaté. Ebbdl
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azonban az is kovetkezik, hogy az | ugyan hozzajarulhat depolarizalé hatasaval a DAD-ok kialakulasahoz,
de ez a szerepe az Iycx —el 6sszehasonlitva valdszinlleg csekély. Ha ugyanis a I lenne a domindns

toltéshordozd a DAD alatt, az ANTRA gdtld hatdsa valami mddon lecsokkentené a DAD-ok kialakulasat.

6.4.1.4. A bikarbonat puffer hatasa az utédepolarizacidk kialakulasara

Mivel az el6z6ekben az I gatldst kovetben kialakulé DAD-ok gyakorisdagat tanulmanyoztuk, az I ismert
pH érzékenysége miatt megvizsgdltuk, hogy az intracellularisan is pufferként mikodé bikarbonat ion
hogyan hat az utédepolarizacidk kialakulasara. Erre azért volt szilkség, hogy kizarhassuk az ANTRA gatlas
mellett esetlegesen jelentkez6 aciddzis érzékeny klorid aramok aktivaldodasanak lehet6ségét. Ezekben a
mérésekben harom kiilénb6z8 6sszetevdjli extracelluldris oldat jelenlétében kiséreltiink meg Cs'
segitségével utddepolarizaciokat kivaltani. A vizsgdlt oldatok az aldbbiak voltak (az 6sszetevék
koncentraciéi mM-ban értenddek): 1 Krebs oldat: Na* 142, K* 5.6, Mg** 1, Ca®* 2.5, CI' 128.6, H,PO, 1,
HCO; 26, glucose 11; 2 Tyrode oldat: Na* 142, K* 5.6, Mg®* 1, Ca** 2.5, CI" 154.6, HEPES 5, glucose 11; 3
Bikarbonat-Tyrode: Na* 142, K* 5.6, Mg** 1, Ca** 2.5, CI' 128.6, HCO; 26, HEPES 5, glucose 11. A Tyrode
és Krebs oldatokat széles korben hasznaljak elektrofizioldgiai méréseknél, a Bikarbonat-Tyrode
ion talalhaté.

Els6 lépésben azt vizsgdltuk, hogy a bikarbonat ion milyen hatdssal van az AP morfoldgiajara.
Megallapitottuk, hogy bikarbonat ion hidnydban az AP szignifikdnsan hosszabb (28. 4bra) és nincs
kilonbség a Krebs és BTy oldatokban mért AP hosszok kdzott. A kilonb6z6 preparatumok bikarbonat
érzékenysége jelentés kilonbséget mutatott és az altalunk hasznalt izoldlt kamrai szivizomsejtek
viszonylag kevéssé voltak érzékenyek (B panel). Amikor CsCl-al utédepolarizaciékat prébaltunk meg
kivaltani, a bikarbonat iont nem tartalmazé Tyrode oldatban valamennyi sejt mutatott utédepolarizacios
aktivitast a mérés ideje alatt. Ezzel szemben a bikarbonat ion tartalmu kézegben a mérések ideje alatt
egyetlen EAD-ot, vagy DAD-ot sem figyeltlink meg. Ezekbdl a megfigyelésekbdl levonhatjuk azt a
kovetkeztetést, hogy az ANTRA-val végzett kisérletekben a pH érzékeny klorid aram biztosan nem

aktivalodhatott.
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28. abra. A bikarbonat ion hatisa az AP hosszara és az utédepolarizaciok

jelentkezésére kutya kamrai sejtekben.

A: Bikarbonat ion hatasa kutya kamrai akcios potencialra izolalt sejten. Lathato, hogy a
bikarbonat ion hidnyaban, az AP megnyulik. A Krebs és a Bikarbonat tartalma Tyrode

oldatban mért AP-k hossza nem kiilonbozik egymastol szignifikansan.

B: Tyrode oldat altal okozott AP nyulas tobbféle prepardtumon.. Az izolalt sejtek a

legkevésbé érzékenyek a bikarbonat ion hidnyara.

C: Bikarbonat jelenlétében a Cs™ nem valt ki utodepolarizaciokat. A reprezentativ AP-k

a Tyrode oldatban bekovetkezd AP nyulast, majd EAD megjelenését mutatjak.
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6.4.1.5. Az egyes ionaramok és az AP paraméterei k6zotti korrelacidok elemzése

Adataink elemzése soran vildgossa valt, hogy az egyes iondramok nagysdga jelent6s sejt-sejt kozotti
kiilonbséget mutat. Az dramcsicsok alapjan szdmitott standard deviacié mértéke tobb esetben
meghaladta az atlagok értékének felét, amely igen nagy egyedi szorast jelez. Ez annal is inkdbb érdekes
megfigyelés, mert az AP paraméterek standard deviacidinak atlaghoz viszonyitott relativ nagysaga ennél
joval kisebb. Természetes mddon vetddik fel a kérdés, hogy felismerheté-e valamiféle mintazat,
korrelacié az egyes aramcsucsok nagysaga kozott, vagy az dramcslcsok és az AP paraméterei kozott?
Tiikroz6dik-e példaul az erésebb, vagy gyengébb depolarizalé (vagy repolarizald) dram az AP hosszaban,
vagy plato magassagaban?

Mivel az APDy és az Ic,, csucsanak amplitiddja, vagy az I, altala hordozott toltésmennyiség kdzott a
hagyomanyos statisztikai eljarasokkal korrelaciét nem tudtunk kimutatni, egy mesterségesen tisztitott
mintan végeztik el az analizist a lehetséges korrelacid biztos kizarasara. Az AP paraméterei és az egyes
iondramok paraméterei kozotti korreldcié hianyat ugyanis azzal is magyarazni lehet, hogy a nagy
statisztikai ingadozas elfedi az egyébként jelenlévs korrelacidt. Az I, és az Iy, esetében a teljes
halmazbdl kivalasztottuk az 6t-6t legkisebb és legnagyobb téltésmennyiséget (Quiso €s Qcnroma) szallitd
sejteket és ezek AP paramétereit hasonlitottuk 0ssze egyszer( pdratlan t-prébaval. Létrehoztunk tehat
két ,kis iondrammal” és ,nagy iondrammal” m(kodé sejteket tartalmazd csoportot és arra voltunk
kivancsiak, hogy ezek AP paraméterei kiilonbdznek-e egymastdl? Ahogy az a Il. sz. tdblazat adatain
[athatd, az ilyen mdédon kialakitott csoportok sejtjeinek AP-i kdzott statisztikailag szignifikans kiilonbség

nem volt. Kbvetkezésképpen az egyes ionaramok paraméterei nem prediktivek az AP paramétereire.

Il. Tablazat. A kamrai szivizomsejtekben nincs kapcsolat az Ic,, és Iy, altal szallitott toltésmennyiség és az
AP paraméterei kozott. A kis toltésmennyiséggel mikods sejtek AP hossza és plato magassaga nem

kiilonbozik statisztikailag szignifikans mértékben a nagy toltésmennyiséggel mikoddékétsl. ***:p<0.001.

Csoport Quiso (PC) Qcrroma (PC) APDgy; (ms) Platé magasséag (mV)
Kis iondram (n=5) -18.8+3.2 6.1+2.4 323.2+42.9 99.543.2
Nagy ionaram (n=5) -64.7+10.1 *** | 36.3+13.5 *** | 338.4+59.3 n.s. 101.8+2.9 n.s.
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Minthogy adott sejtkapacitas esetén ugyanolyan, vagy hasonldé AP-t ugyanakkora netté aram tud csak
kialakitani, feltételezniink kell, hogy ha az egyes sejtekben a depolarizalé aramok nagyok, akkor a
repolarizalé dramoknak — ezt kompenzalandd — ugyancsak nagyoknak kell lennitik. Az elemzések soran
erds korreldciot talaltunk az I, és Iy altal szallitott téltésmennyiségek kdzott (Quiso €S Qcrroma)- A SZOros
korrelacié mellett figyelemreméltd az is, hogy a két elemzésbe bevont dram nagysaga az egyes sejtekben
igen széles skalan szdrédott; a legnagyobb mért érték mintegy tizszerese volt a legkisebbnek. Ez
egyértelmien azt mutatja, hogy ugyanazon szivizmon belll a munkaizomsejtek hasonlé AP-ket nagyon
kiilonb6z6 aramslirliséggel is létrehozhatnak. Ennek az inhomogenitasnak az élettani és klinikai
kovetkezményei egyenlére nem vilagosak.

Olyan kozleményrél, amely az iondramok ilyen nagyfokl sejt-sejt kozotti variabilitasardl szamol be,
jelenleg nem tudunk. A sejtélettan, sejtbioldgia egyéb terileteirél azonban szamos példat ismeriink arra,
hogy genetikailag identikus sejtek azonos koriilmények kdzott tenyésztve jelentds variabilitast mutatnak.
Egy tanulmanyban 2500 GFP jelolt fehérje sejten belili koncentracidjanak vizsgdlatakor Saccharomyces
cerevisiae-ben azt talaltak, hogy a koncentracidk lognormalis eloszlast mutattak [123]. Tobb olyan
kozleményt ismeriink, ahol a T-sejt aktivacid, apoptdzis, vagy fehérje expresszid funkcionalis
paramétereit vizsgalva az atlag/standard devidcié viszonya 0.1-0.6 kozott valtozott [124-126].
EmlékeztetSil jegyezném meg, hogy esetiinkben ez a viszony 0.5 volt. Napjaink elektrofizioldgusai ugy
tekintenek a varianciara, mint a méréseket terhel6, elkeriilhetetlen zavard tényezGre, adott esetben a
mérések mindségét jellemz6 mutatéra. Egyre tobbszor taldlkozunk azonban a jelenség olyan
megkozelitésével, hogy a variancia a vizsgalt populacidra jellemz6 bioldgiai informaciot hordozhat és

funkcionalis jelent6séggel birhat, amelynek tanulmanyozasara lenne szlikség [127-130].

6.4.1.6. A forditott frekvencia fiiggés jelenségének vizsgalata

A kiilonboz6 csatornagatldk, illetve aktivatorok esetén ismert, hogy az AP kilénb6z6 paramétereire
frekvenciafligg6 hatdsok kozll a legismertebb az lll-as osztalyba tartozd antiaritmids szerek forditott
frekvencia fliggd (a tovabbiakban FFF) hatdsa. A jelenség régodta ismert, de pontos mechanizmusa
mindmaig nem tisztazott [118, 131]. Az AP és az iondaramok kozotti koordinacidra irdnyuld munkank
soran adataink abba az iranyba mutattak, hogy a FFF hatds egyik lehetséges tényezGje lehet az AP hossza
és a membrandramok kozotti kapcsolat. Feltételeztiik, hogy a FFF hatas minden olyan fajban jelen van,
ahol az AP hossz — frekvencia 0sszefliggés negativ (vagy forditott). A hipotézis tesztelésére kiilénb6z8

hatdsmechanizmusu csatornakra haté szerek Az AP hosszara (a tovabbiakban APD-re) gyakorolt hatasat
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29. abra. Hat kiilonb6z6 timadasponti, ioncsatorniara haté szer hatisa kutya szivizom AP
hosszara

A ¢és B: Az AP hosszanak frekvenciafliggése a vizsgalt szerek estében kamrai munkaizomzaton (A) és
Purkinje preparatumon (B).

C és D: Az AP hosszédban kivaltott valtozas frekvenciafliiggése munkaizomzaton (C) és Purkinje
preparatumon (D).

Megfigyelhetd, hogy bar eltéré mértékben és iranyban, de valamennyi hatas frekvenciafiiggd.

elemeztik. Azt kivantuk megmutatni, hogy a FFF hatds minden szer esetében jelentkezik, annak
hatasmechanizmusatél figgetlendil.

Az els6 |épésben hat ismert szivhatasu szer APD-re gyakorolt hatasanak frekvenciafliggését mértilk meg
0.2-3 Hz tartomanyban (29. dabra). A méréseket hegyes elektréddal végeztiik multicelluldris
preparatumon a sejtek dializisének megel6zése érdekében. A vizsgalt szerek koziil a BAY K8644 Ic,,
aktivator, a Dofetilid Iy, gatld, a Veratrin Iy, aktivator, A BaCl, ly; gatld, a Nicorandil Ixarp) aktivator, a
Lidocain pedig Iy, gatld; elmondhatjuk tehat, hogy minden szer masféle hatdst fejt ki a szivizomsejtek
iondramain. Adataink egyértelmden igazoltak, hogy ezek a kiilonb6z6 tamadaspontu szerek minden
esetben frekvenciafliggd mddon fejtették ki hatasukat az APD-re, bar a Nicorandil és a Lidocain hatdsa
egyenes aranyban allt az ingerlési frekvenciaval.

A hipotézis kdvetkezd tesztjeként egy olyan beavatkozdas hatasanak frekvenciafliggését kivantuk tesztelni
amely nem egyetlen ioncsatorna mikodését mddositja, hanem az AP alatti valamennyi iondaramot valami
modon moduldlja. Ezért megvizsgdltuk a tonizdlé aram 4altal kivaltott APD nyujtd/rovidité hatas

frekvenciafliggését. A kisérletek soran a kordbban is alkalmazott frekvenciatartomanyban mértuk az
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30. abra. Tonizal6o aram hatasa az AP hosszanak frekvenciafiiggésére.

A: Az AP hosszanak értékei a vizsgalt frekvenciatartomanyban kiilonbz6 tonizal6 aramok esetén.

B: Az AP hosszaban megfigyelt frekvenciafliggd valtozasok (hosszabbodas, rovidiilés) az el6z6 panel
adatai alapjan.

Valamennyi megfigyelt valtozas monoton frekvenciafiiggést mutat.

APD-t, mikézben az elektrédon keresztiil teljes AP alatt tonizalé aramot injektaltunk a preparatumba. A
tonizdld dram hatdsat a -40-+80 pA tartomdanyban 20 pA-es |épéskozokkel teszteltiik (30. abra).
Hipotézisiinknek megfelelGen a tonizalé dram APD-re gyakorolt hatasa is frekvenciafiiggést mutatott.

A FFF hatdsok magyardzata e jelenleg elfogadott elméletek szerint a gatldszer és a csatorna kozotti
interakcid frekvenciafliggésében keresend6 [119, 132, 133]. A probléma ezekkel a magyarazatokkal az,
hogy a drog-csatorna interakcié a legtobb esetben direkt frekvenciafliggé hatast mutat, ennélfogva a FFF
hatasokért nem lehet felel&s. Tovabbi nehézséget jelent a megfelel§ elmélet megalkotasaban, hogy azok
nagyrészt olyan mérésekre alapultak, ahol az AP mérés kis ellenallasu patch pipettdval tortént amikor a
sejtet a pipetta oldat dializadlja. A mi méréseink hegyes mikroelektréddal késziiltek, ami lényegesen
nagyobb mértékben G6rzi meg a mért sejt intracelluldris terének integritasat. Méréseink alapjan
semmiképpen nem allithatjuk, hogy a FFF hatdsok létrejottében a drog-csatorna interakcié semmiféle
szerepet nem jatszik. Csupdn azt a kovetkeztetést kivanjuk levonni, hogy adataink szerint a FFF hatasok
kialakitasaban egy olyan tényez6 is jelen van, amit a kordbbi elméletek megalkotasakor nem vettek
figyelembe. Nevezetesen, hogy a frekvencia altal meghatarozott AP hossznak alapvetd szerepe van a

szivre hato szer hatdserGsségének meghatarozasaban. A jelenség egy nagyon egyszerd, szinte geometriai
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31. abra. Az ioncsatornakra hato szerek APD hosszra gyakorolt hatasanak mértéke
az AP eredeti hosszatol.fiigg

A t6bb fajon, kiilonbozd tdmadasponti szerekkel végzett mérések egyontetiien mutatjak,
hogy valamennyi szer esetében az APD-ben bekdvetkezo valtozas mértéke az AP kezdeti
hosszaval mutat korrelaciot.
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viszonnyal irhato le. Hosszabb AP-ken az APD nyujté vagy rovidité hatasok erések lesznek, rovidebb AP-
ken pedig gyengék.

A kovetkez6 |épésben az altalunk javasolt magyarazat tobb fajra torténé kiterjesztése érdekében o6t
allatfajon ismételtiik meg a kordbbi vizsgdlatot kiilonféle tdmadaspontu csatorna gatlékkal és
aktivatorokkal. A hipotézis tovabbi tesztelése céljabdl az adatokat ezuttal nem az ingerlési frekvencia,
hanem az APD alapjan elemeztiik. Azt vizsgdltuk, hogy az APD értékei korrelalnak-e az ioncsatorndkra
hatd szerek hatasanak mértékével. Az el6z6ekkel egybevagdan, megfigyeléseink minden faj esetében
megerdsitették hipotézisiinket, mely szerint a kontroll viszonyok k6zott mért APD hatdrozza meg az AP
hosszdban bekodvetkez6 valtozas mértékét (31. dbra). Az ardnyossdg lehet egyenes, vagy forditott, de a
hosszabb AP-ken minden esetben nagyobb valtozasokat figyelhetiink meg, a roévidebbeken pedig

kisebbeket.

6.4.2. lonaramok kozotti koordinacié

6.4.2.1. A depolarizaléo és repolarizalé aramok koordinacioja tengeri malac kamrai
izomsejtjein

Elettani viszonyok kozott, a szivciklus soran a depolarizalé és repolarizalé dramoknak egyensulyban kell
lennilk. Szekvencialis Akcids Potencial Clamp technikaval ugyanazon sejtek négy aramat (I, 1, Ik1, ke lks)
rogzitettiik és azt vizsgaltuk, hogy barmely drampar, vagy az aramok csoportjainak amplitidéja, vagy
egyéb paraméterei kozott kozott felismerhet6-e barmilyen Gsszehangolas, egylittm(kodés. Meglepd
maddon az dramok paronként torténé elemzése sordn csupan az lg, és az Iy kozott figyeltlink meg
értékelhet6 kapcsolatot (32. dbra). A két aram 4altal az AP alatt széllitott toltésmennyiség jo korrelaciot
mutatott (r=0.79). Ugyancsak figyeltiink meg az AP alatt elmozduld teljes toltésmennyiségek kozott
(Qunvara Versus Qqouwara) ahol a korreldcids egylitthatét 0.78-nak taldltuk. Ezekbdl a megfigyelésekbdl két
érdekes kovetkeztetést vonhatunk le. Egyrészt, ahogy a korabbi fejezetekben mar érintettem, a késéi
egyeniranyitd kalium aram tébbek altal megkérddjelezett szerepe kapcsan hangsulyoznunk kell, hogy a
mi megfigyeléseink szerint az Iy a kamrai szivizomsejtek fontos repolarizdlé drama. Ezen tulmenéen az
lca,—al mutatott korreldciéja miatt még azt is valdszinlsithetjiik, hogy az Iy jelent8s szerepet tolt be az
korrelacidt, valdszin(sithetjik, hogy ezeknek a repolarizaciéban valé részesedése nem szimpla ,aranyos
teherviselés” alapjan toérténik, hanem valamilyen, mindmaig fel nem tart megosztas alapjan. Valamilyen

megosztasank léteznie kell, hiszen a kifelé és befelé elmozdulé téltések mennyisége azonos.
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32. abra. Korrelacio az I, és Iy, (A), valamint az AP alatt kifelé és befelé mozgo teljes
toltésmennyiség (B) kozott AP Szekvencialis Akcios Potencial Clamp médszerrel vizsgalva.
A roviditések az gatloszerek alkalmazasi sorrendjét jelolik az I. Tablazatnak megfeleléen.

6.4.2.2. Az |, és Iy, frekvenciafiiggetlen aramok

Minthogy az AP frekvenciafiiggé tulajdonsagai az ionaramok frekvenciafliggé tulajdonsagaibdl
szdarmazhatnak, kutya kamrai szivizomsejteken megvizsgaltuk az AP platd magassagat és hosszat
meghatdarozé két kalium aram frekvenciafliiggé sajatossagait 0.2 és 1.66 Hz kozott (33. abra).
Eredményeink azt mutattdk, hogy az dramok nagysdga csakidgy mint az AP maximalis repolarizaciés
sebessége nem mutatott frekvenciafliggést.

Mig az Ix; esetében a kisérleti eredményeink megfelelnek a varakozasoknak, az Iy, altalunk megfigyelt
frekvenciafiiggetlensége ellentétes az aram lassu inaktivacioja alapjan feltételezett tulajdonsagaival
[134]. Minthogy az Iy, kutydban igen lassi deaktivaciéot mutat, magas frekvencidkon az aram
akkumulacidja volna varhaté. A megfigyelések meger@sitése céljabdl paros pulzussal is megmértiik az Iy,
farokaramanak nagysagat széles intervallumtartomanyban. Ahogy a xx. dbra C paneljén Iathatd, az dram
amplituddja nem mutatott intervallumfliggést, ami egybevag az el6z6leg bemutatottakkal. Kordbban

bemutatott eredményeink szerint (12. és 13. dbra) nem mutathaté ki korrelacié a AP hossza és az I,
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33. abra. Az I, és I, frekvenciafiiggo sajatsagai

Az Iy, csucsdnak és plato alatti nagysdganak (A) valamint az I, csicsénak és az AP
maximalis repolarizacios sebességének (B) frekvenceiafiiggése. Lathatd, hogy a vizsgalt
parméterek frekvenciafliggetlenek. Amennyiben az Iy -t paros pulzussal valtjuk ki (C), a
masodik cstcs amplitidoéja nem mutat intervallumfiiggést. Ugyanakkor, az AP platoja
alatti netto (I,.) aram szoros korrelaciot mutat az AP hosszaval egy adott frekvencian
beliil mérve (D) vagy kiilonbozo frekvencidkon meghatarozva.
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illetve Iy, nagysaga kozott. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy ennek a két dramnak az esetében az
aktivalédasban a feszliltség jatssza az elsédleges szerepet, az id6 kevésbé fontos.

Adataink arra utalnak, hogy a két aram kozott feltételezhetd egyfajta 0sszjaték. Amennyiben az egyik
aram amplitiddja megnovekszik és ezzel a repolarizacié sebessége felgyorsulna, a membranpotencidl
gyorsabban éri el az alacsonyabb fesziiltségértékeket és ezzel a toltéshordozé K'-ra hatd hajtéerd,
valmint a masik dram aktivaciéjat (a sajatjaval egyiitt) lecsokkenti. Ez a fajta 6nszabalyozd rendszer
alkalmas lehet a terminalis repolarizacid frekvenciatdl fliggetlen sebességen tartdsara a B panelen
mutatott megfigyeléseinknek megfelel6en. Megfigyeltik ugyanakkor, hogy az Iy altal széllitott
toéltésmennyiség mintegy haromszorosa az Iy, altal szdllitottnak, tehat a termindlis repolarizacid
bedllitdsaban az Iy, a dominans dram. Hasonld kovetkeztetésekre jutottak Gintant és mtsai hagyomanyos

voltage clamp kisérletek adataibdl [135].

6.4.2.3. Az ¢, és Iycx koordinacidja

A szivciklus soran az Ic,. —on keresztiil a sejtekbe beléps Ca**-k eltavolitdsaban kozponti szerepe van
Na‘*/Ca** cseremechanizmusnak, ami felveti mkodésiik koordinacidjanak lehetSségét. AP Clamp
technika alkalmazasaval megkiséreltiik ezen dramok egylittes meghatdrozasat a kdzottik lévi kapcsolat
megismerése céljabol.

Amennyiben az I, —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 darama lesz. llyen kériilmények
kozott a két dram elvalaszthatatlan egymastdl, ugyanis a belépd Ca®* -k aktivéljak az Iy —et és a voltage
clamp technika alapelvébdl kdvetkezéen az er6siténk a két aram Osszegét fogja mérni (34. abra, A
panel). Ha azonban a mérést olyan korilmények kozott ismételjik meg amikor a pipetta oldat 10 mM
EGTA-t tartalmaz, az Iycx nem aktivalédik, ugyanis az EGTA a Ca®* -kat kelalja (34. dbra, C panel). Figyeljik
meg, hogy az A panelen jdl lathatd a kalcium tranziens, a C panelen azonban nem &abrazolédik (szirke
hatterd beszlrasok). A két aramgorbét dsszehasonlitva lathatd, hogy amikor EGTA hidnyaban mértik a
Nifedipin érzékeny aramot, az aramgorbe messze tulért az AP-n és leszallo 4gan egy masodik csucs jelent
meg. Az dramgorbe ezen szakaszat az Iycx hozza létre. Megfigyeltiik, hogy amikor az Iy jelen van, az AP
terminalis repolarizacidjanak végén egy kis amplitidéju, de lassu lecsengés(i utdpotencial figyelhet6 meg
(34. abra, B, D és F panelek). Ezt, a kordbban még fel nem ismert utépotencialt az elektrogén lycx hozza
létre. Mivel nagysaga csupan néhany millivolt és teljes terjedelmében az APDys szintje alatt van, a

hagyomanyos AP elemzések soran nemkeriilhetett felismerésre.
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SEA-0400 nev(i gatlészer az lycx —et részlegesen, doézisfligg6 mddon gatolja. Ha tehat meghatarozzuk a
SEA-0400 érzékeny dramot intracellularis Ca®* puffer jelenlétében és hidnyaban, az adatokbdl az lycx AP
alatti lefutdsat meghatarozhatjuk. Az ily médon kildnvalasztott Ic,, és Iycx dramprofilokat a 35. dbran
mutatom be. Lathaté, hogy az I, amplituddja intracellularis EGTA jelenlétében jelent6sen megné a
megsz(int kalcium fligg6 inaktivacié miatt. EGTA mentes kdzegben mérve az Ic,, lefutdsa Iényegében
megfelel az EGTA jelenlétében mértnek, az AP végén talalhatd masodlagos csucs kivételével. Mivel ilyen
csucsot egyetlen AP Clamp-pel rogzitett dramgorbén sem I[dtunk, valdszinli, hogy ez modellezési
m(termék. Meglepd felfedezéseket tehetlink ugyanakkor az Iycx gorbék vizsgalatakor. ElsGsorban is
feltlin6, hogy az elméleti megfontoldsokkal szemben, a gorbe korai szakaszan taldlhaté outward
komponens mérete nagyon kicsi és az inward csucs is a vart érték alatt van [14, 136]. Tovabbi nem vart
megfigyelés, hogy EGTA jelenlétében az Iycx teljes egészében outward irdnyld. Megfelel azonban a
varakozasoknak, hogy a csucsot a platd végén taldljuk, a terminadlis repolarizacié kézelében, ahol az EAD-

ok a leggyakrabban jelentkeznek. Az dramgorbék lefutasabdl megallapithatd, hogy mig az AP kezdeti
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szakaszan és a platd alatt az I, a dominans aram, a platd végére mar felnd az lycx és atveszi a dominans

szerepet.

6.5. Az SR elemi kalciumfelszabadulasi jelenségeinek koordinacidja

A disszertacio eddigi szakaszdban az iondramok koordindciéjanak problémajaval foglalkoztam. A
kérdéskor kiterjesztéseként azonban indokolt azt is megvizsgalni, hogy a sejtplazma kalcium
membranjaban taldlhato ioncsatornak mikddésének szabalyozasaban a kalcium ionok kdzponti szerepe
hosszu ideje ismert és intenziv kutatds targya. Altalanossagban elmondhaté, hogy napjainkig a legtébb
kamrai iondaram esetében kimutattak valamilyen foku kalcium érzékenységet[51]. A kamrai sejtek
plazmajaban a kalcium koncentracié a szivciklussal egyitt valtozik, ami felveti annak lehet6ségét, hogy a
kalcium ionok mozgatasaért felel6s mechanizmusok kézott is kimutathatdak koordinacids jelenségek. A

kérdés megkozelitésének elsé |épéseként az SR-b4l torténd kalcium felszabadulds elemi jelenségeit, a
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sparkokat tanulmanyoztuk. A sparkok kézotti kommunikacio jelensége mar hosszu ideje ismert [83, 86-
88]. A kdvetkez6kben ismertetend6 munkank célja az volt, hogy statisztikai mddszerekkel jellemezzik a
sparkok kozotti kommunikacidt, vagyis kvantitativ leirasat adjuk a feltételezett koordinaciénak. Ehhez a
vizsgdlathoz nagyszdmu sparkot kellett megvizsgdlnunk. A nagy adatmennyiség indokolta, hogy a

sparkok felismerését és statisztikai elemzését automatizaljuk.

6.5.1. Uj, automatizalt eljaras a sparkok felismerésére

A sparkok azonositdsa hagyomanyosan a mikroszkdpos felvételek megtekintésével torténik, majd ezt
kovetSen a felvillandsokat tartalmazé képkockdkat elemzik. Munkank soran patkdny kamrai szivizom
sejteken megfigyelhetd sparkokat vizsgaltunk (lasd Mddszerek fejezet). A sejtekrél 200 darab 2D
képkockat (512x512 pixel, 12 bites pontfeloldds) tartalmazé sorozatot készitettiink, amelyen az egyes
felvételek 12 ms-os id6kozokben kovették egymast. A tovabbiakban a ,sorozat” és ,képsorozat” olyan
200 kockabol allo felvételt jelent, amelyen egyetlen sejt fluorescens képét (sparkjait) rogzitettik. Az
automatikus felismerd algoritmus/program szamara els6ként ki kellett dolgozni és matematikailag
megfogalmazni egy olyan feltételrendszert, amely segitségével a szivizomsejtekrdl késziilt fluorescens
mikroszkdpos felvételeken a sparkok egyértelmlen azonosithatdak voltak. Ezt koévetGen el kellett
készitenlink azt a programot, amely a digitdlis felvételeket beolvasta és elemezte. A program irdsara IDL
nyelvet valasztottunk (ITT Visual Information Solutions, Boulder, CO). A program beolvasta a
képkockdkat, majd a sparkok felismerése céljdbdol minden egyes képpont intenzitds értékét
Osszehasonlitotta egyrészt az azonos képkockan taldlhatd tobbi képpont, masrészt az egymast kévet6
képkockak azonos koordinatdju képpontjainnak intenzitas értékeivel. A feldolgozott adatmennyiséget jol
jellemzi, hogy az egyetlen sejtrél késziilt, 200 képkockat tartalmazo felvételsorozat tarigénye 100 MByte
nagysagu volt.

A sparkok automatizalt felismeréséhez a képkockdk azon képpontjait kellett felismerni, melyek
intenzitasa az egymast kovetd felvételeken megnovekszik, majd egy csicsérték elérése utan lecsokken.
Mivel az egyes sejtek esetében a hattér intenzitdsa és a sejtek kalcium érzékeny festékkel torténé
individualis tolt6dése miatti fluorescens intenzitasértékek igen széles hatarok kozott valtoztak, a
kritériumok numerikus paramétereinek mindig az aktualis felvételek intenzitas értékeihez kellett
alkalmazkodni. Emiatt a sparkok azonositasa egy tobblépcsds folyamat volt. A folyamatot a 36. adbra

mutatja egy reprezentativ sejtrél késziilt sorozat segitségével.
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36. abra. A sparkok automatikus azonositasanak 1épései.

A.

B.

ammy

Normalizalasra hasznalt képkocka. A fényes teriileteket, melyek egyarant lehetnek potencialis
sparkok, vagy miitermékek, piros karika jelzi.

A Kképsorozat hatodik kockdja, amelyen a ugyanazok a fényes teriiletek lathatéak mint a
normalizalasra hasznalt felvételen (piros korok).

Normalizalt képkocka (B/A). Jol lathat6, hogy a normalizalast kovetéen csak az idoben nem allando
fényes teriiletek maradnak meg.

Az 6tddik és hatodik normalizalt kockak kiilonbsége (differencialas).

Binaris képkocka a kiiszobérték feletti pixelek 1-re és a kiiszobérték alattiak 0-ra allitasat kovetden.

A kis teriiletii fényes foltok eltavolitasa a képekrol digitalis sziirés segitségével.

A sejt alakjanak meghatarozasat kdvetéen kapott bindris maszk. Az alacsony intenzitasu teriileteket
az algoritmus nem képes azonositani, de ezek nagysaga jelentéktelen a sejt teljes teriiletéhez képest.
Az F és G paneleken lathat6 kockak (binaris képek) szorzasa utan kapott binaris kép. A fehér folt a
potencialis spark.

A B és H paneleken lathatd képkockak szorzataként kapott 12-bites kép a sparkkal. A kereszt a
tomegkdzéppontot jelzi
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6.5.1.1. Elso lépés: a felvételek normalizalasa

Ennek a feldolgozasi |épésnek az volt a célja, hogy a sejtek fluorescens intenzitasanak egyedi
ingadozasabdl adddd kilonbségeket megsziintesse. Ehhez a feldolgozds sordn minden képsorozatbdl
kivalasztottunk egy képkockat, ez lett az adott sorozat normalizaléd képkockdja. A kivalasztas
legfontosabb szempontja az volt, hogy a képen minél kevesebb szabad szemmel felismerheté spark
legyen. A normalizalasi |épésben a képsorozat (példaul a 36 abra, B panel) minden egyes kockdja minden
egyes képpontjanak intenzitds értékét elosztottuk a normalizdlé kocka azonos koordinataju
képpontjanak intenzitds értékével (36 abra, A panel). A gyakorlatban ez lgy tortént, hogy a nevezét
(tehat a normalizalé képkocka adott pontjanak intenzitas értékét) megnoveltik eggyel a nulldval valé
osztas elkerilése érdekében. Mivel az atlagos intenzitasérték 500-1000 kozé esett, ez a |épés a hanyados
értékét jelent6sen nem befolydsolta. A hanyados képzését kovetGen az egyes képkockakon 9x9 pixeles
mezG6re alapuld kétdimenzids simitdst végeztiink (boxcar technika). Mivel egy képpont mérete 0.12 um,
a szlirés kovetkeztében az 1 um-nél kisebb atmérgjl fluorescens jelek intenzitds hanyadosa jelent6sen

lecsokkent, kiszlirve ezzel a kisebb mitermékeket (a sparkok mérete 1 um-nél mindig nagyobb).

6.5.1.2. Masodik Iépés: Differencialas és kiisz6b meghatarozas

Ennek a Iépésnek a célja az id6ben konstans intenzitdsu teriletek eltavolitasa a felvételekbdl. lly médon
példaul azokat az alpozitiv jeleket és miitermékeket is elimindlhatjuk, amelyek intenzitas érték és méret
alapjan tévesen spark-ként azonosithatunk. A differencidlds soran minden képkockabdl kivonjuk az
id6ben kovetkez6 képkockat pixelrdl pixelre a D,=N,-N_; fliggvénynek megfeleléen (36 abra, D panel). Az
igy kapott képkocka pontjainak intenzitas értékét ezt kovetben egységesen egyre allitottuk, ha az
nullandl nagyobb volt. Amennyiben az érték nulla volt, azt valtozatlanul hagytuk. lly médon egy binaris
képet kaptunk, ahol nulla volt azon képpontok intenzitas értéke, amelyek az ket id6ben koveté
képkockdn nem mutattak valtozdst, mig az egyes szdm arra utalt, hogy a pixel intenztads értéke a
kovetkez6 képkockan megndétt (36 abra, E panel). Ezt kovetSen egy szlirést alkalmaztunk, amely
eliminalta mindazon egyes értékl pixeleket, amelyek valamennyi szomszédja nulla volt (36. abra, F
panel). Ezzel a zajsz(ir6 |épéssel nagyszamu alpozitiv pixelt tavolitottunk el azon az alapon, hogy a
sparkok mérete meghaladja az 1 um-t (egy pixel mérete 0.12 um). Ugyanez a lépés megelGzi a sparkok

peremén a zaj miatt létrejové izolalt képpontok 6nalld spark-ként torténé azonositasat is.
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6.5.1.3. Harmadik lépés: a sejt hatarainak automatikus meghatarozasa

A sparkok statisztikai feldolgozasahoz meg kell hatarozni a mérésbe bevont sejt hatarait, majd ennek
segitségével az alapteriiletét. Mivel a sejtplazma fluorescencia intenzitdsa jelentésen meghaladja a
hattérét, a normalizalé képkocka pixeljeinek median értéke folotti intenzitas értékeket a sejthez
tartozoként kezeltik, az az alattiakat pedig hattérnek tekintettiik. Ezzel a |épéssel az el6z6 pontban
kapott bindris képhez hasonldan ismét egy binaris képet generdltunk, de ez a kép most nem az id6ben
valtozé intenzitasu pixeleket mutatta, hanem a sejtet. Az igy kapott képet az el6z6 pontban targyalt
szlir6vel szlrve eltavolitottuk a zaj kovetkeztében megjelend, egy pixelre korlatozédd intenzitas
ingadozasokat (36 abra, G panel). A képen feltlnik, hogy az automatikusan definialt sejten néhany ,lyuk”
l[athatd. Mivel ezen lyukak teriiletének 6sszege sosem haladta meg a sejt teljes teriletének 1-2%-4t, az
elemzés sordn ezen ,lyukak” feldolgozasarél lemondtunk. Az igy automatikus felismeréssel kapott sejt
maszk alkalmas volt arra, hogy a sejten kivili fluorescens jeleket nagy biztonsaggal kikliszobolhessik és

mindodssze 1-2%-al becsllte alul a sejt teriletét, illetve a sparkok szamat.

6.5.1.4. Negyedik lépés: a sparkok helyének azonositasa

A sparkok felismerése a bindris és eredeti képkockak egyszer( pixelenkénti szorzasaval torténik. A két
bindris képkocka nulla értékd pixelei (akar, mert a sejten kivili teriletrél van szd, akar mert a pixel
intenzitasértéke idében allandd) toérlik az eredeti képkockak 12 bites intenzitds értékeit, igy végil a
képen csak a sparkoknak megfelel6 teriiletek maradnak (36 dbra, H panel). A megmaradt teriiletek
tomegkozéppontja egyszer( algoritmus segitségével meghatarozhatd, igy végil egyetlen x,y
koordinataval jellemezhetd pontot kapunk, amely a tovabbiakban a spark helye lesz a felvételen (piros
kereszt a 36. 4bra, | paneljén). Ezek a koordinata parok a spark felismeré algoritmus tovabbi |épéseiben

kerlilnek felhasznalasra.

6.5.1.5. Otodik Iépés: Statisztikai szlirés

Az el6z6 fazis olyan terilletek koordinatdit hatdrozza meg, amelyek intenzitds adatai (amplitudo,
kiterjedés, pixel denzitds) alapjan sparkokként azonosithatéak. Mindazonaltal a fluorescencia
értékekben bekovetkez6 novekedés optikai, vagy elektronikus zaj kovetkeztében is megjelenhet a
felvételeken. Az ilyen dl-spark és valddi spark elkiilonitésére statisztikai sz(ir6t alkalmaztunk. Ennek a
lényege, hogy statisztikai mddszerrel dontjuk el azt, hogy a 12 bites intenzitasértékeket tartalmazo

képsorozat egy adott pontjdban bekovetkezd intenzitas novekedés nagyobb-e az ugyanazon pont
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37. 4bra. A statisztikus sz{ird mitkodésének elve.

A grafikon minden pontja egy képsorozat (x-tengely) egy-egy képkockdjan ugyanazon koordinataju
pont fluorescencia intenzitdsanak értéket mutatja arbitrarius egységekben. A feltételezett spark
maximalis intenzitas értéke a k-adik képkockan talalhato. A statisztikai feltételeket a k és k+1 pontokra
vizsgaljuk. A statisztikai sziir6 alkalmazasa soran az intrinsic zaj meghatarozasa a k-6..k-2 pontok
alapjan torténik. A k-1 pontot az analizisbe nem vonjuk be a nagy bizonytalansagi tényezd miatt.
(Részletes magyarazat a szovegben)

tapasztalati intenzitdas ingadozasandl. Ehhez az el6z6ekben automatikusan detektdlt felvillanast
megel6z6 6t képkocka segitségével meghatdrozzuk a vizsgalt koordinata 3x3 pixel kiterjedési
kornyezetében a fluorescencia intenzitas atlagat és varianciajat, ahogyan azt a 37 abra k-6...k-2 pontjai
mutatjak. A k-1 pontot nem hasznaljuk, mert az mar beleeshet a spark felszall6 szdraba. Annak
valdszinlségét, hogy a k-adik képkocka vizsgalt pontjanak intenzitds értékében bekovetkezett
novekedés nagyobb-e a megel6z6 k-6..k-2 szakasz alapjan varhaté statisztikus ingadozdsnal, a Student
féle t-eloszlds segitségével hatarozzuk meg. Amennyiben ez a valdszinliség kisebb mint a=0.01, a
fluorescens intenzitdas novekedést potencidlisan valddi spark-nak tekintjik és folytatjuk tovabbi
statisztikai elemzését. A statisztikai teszten kihullott intenzitdsndvekedések koordinatdit mint dl-spark-
ot, ejtjik. Ahhoz, hogy az intenzitdsnovekedést valddi spark-nak tekintsiik az sziikséges még, hogy a k+1-
edik képkockan a vizsgdlt pixel intenzitasértékének alapértékhez viszonyitott emelkedését B=0.025-nél
kisebb valdszinliséggel okozhatja csak a véletlen (ugyancsak a k-6..k-2 képkockak alapjan meghatarozva).
Azért sziikséges ezen pont esetében kevésbé szigoru feltételt szabni, mert valddi spark esetén a

fluorescencia intenzitas értéke az id6 el6rehaladtaval csokken.
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Az altalunk kifejlesztett és itt alkalmazott statisztikai sz(ir6nek igen el6nyds tulajdonsaga, hogy a
feltételeket nem a képkockdk teljes teriiletébdl hatarozza meg, hanem kizarélag a feltételezett spark
kozvetlen kornyezetébdl. Ennek kovetkeztében a képkockakon beliili inhomogenitdsokra az eljaras nem
érzékeny. Tovabb3, az algoritmus tartalmaz olyan kritériumokat (dinamika, kiterjedés), ami a sparkokrol

szerzett korabbi ismereteinkre alapul.

6.5.1.6. Hatodik lépés: a sejtek elforgatasa

A sparkok elemzéséhez sziikséglink lesz azok térbeli eloszlasanak vizsgalatara, melynek megkonnyitése
érdekében a felvételeket elforgatjuk oly médon, hogy a sejtek hossztengelye egységesen a képkockak x
tengelyével legyen parhuzamos. Mivel a sparkokat di-8-ANNEPS indikatorral feltoltott sejteken
vizsgaljuk, a fluorescens felvételeken a T-tubulusok jél lathatd harantcsikolatként felismerhetéek. A
normalizdlasi eljards soran egy olyan algoritmust alkalmazunk, amely a képkockakat ugy forgatja el, hogy
a harantcsikolat az Y tengellyel parhuzamos legyen. Az optimalis forgatasi szoget a normalizald
képkockan azonosithatd fluorescens savok x-tengely menti kiterjedésének minimalizalasaval hatarozzuk

meg.

6.5.1.7. A spark felismerd algoritmus/program tesztelése

Annak eldontésére, hogy az algoritmus megfelel6 hatékonysaggal ismeri-e fel a sparkokat, nagyszamu
képsorozatot elemeztiink hagyomanyosan (manualis mddszerrel) és a program segitségével, majd az igy
kapott eredményeket 6sszehasonlitottuk. A szabad szemmel felismerhetd sparkokat a program mar a
legkordbbi verzidiban is gyakorlatilag 100% hatékonysaggal ismerte fel, ami a kritériumok szerencsés
megvalasztasat jelzi. Ugyanakkor, altaldban 2-3x annyi sparkot azonositott a felvételeken, mint
amennyit szabad szemmel észleltiink. Ezek minden esetben igen halvany sparkok voltak, nagy résziiket
egyetlen képkocka megtekintésével nem lehetett felismerni. Ha azonban a megjelolt képkockakat nagy
sebességgel oda-vissza lejatszottuk (a csillagdszatban Uistokos keresésre haszndlt eljardshoz hasonldan),
az azonositott sparkot minden esetben megtalaltuk. Végkovetkeztetésként tehat megallapithattuk, hogy
a program nemcsak nagy biztonsaggal taldlja meg az emberi szemmel szokdsos mddon azonosithatd
sparkokat, de nagy szamban taldl meg olyanokat is, amelyeket hagyomanyos mddszerrel nem

észlelnénk.
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38. abra. A dinamikus spark frekvencia meghatarozasa a kummulativ spark szam (Y-tengely) és a sejt
teriilete, valamint mérési id6 alapjan (X-tengely).

A. Reprezentativ példak harom kiilonbozé spark frekvenciat mutatd sejt esetén. Mindharom sejt
esetében a spark frekvencia idében allando.

B. Példak csokkend (keresztek) és novekvo (korok) spark frekvenciat mutatd sejtekre.

C. A sparkok frekvencidjanak eloszlds gorbéje a vizsgalt populacion. Szembetiind az erdsen
aszimmetrikus eloszlasgorbe.

6.5.2. A sparkok tulajdonsagai

Az automatikus felismer6 algoritmus segitségével 77 sejten rogzitett, egyenként 10 masodperc

hosszusagu képsorozaton 6670 sparkot azonositottunk, majd elemeztiink.

6.5.2.1. A dinamikus spark frekvencia meghatarozasa

A kétdimenzids leképezés (szemben a jobban elterjed ,line scan” eljarassal) lehet6vé teszi a sejt
alapteriletének nagy részére kiterjed6 megfigyelést és a sparkok egész sejtre vonatkozé gyakorisaganak,
frekvencidjanak megmeérését. Mivel a mérések patkany sejteken késziltek és a patkanyra jellemzé az
ugynevezett negativ frekvencia-er6 0Osszefliggés, a mérések elGtt a sejteket minimum két percen
keresztil 1 Hz frekvencian téringerléssel ingereltiik, majd kdzvetlenll a mérés el6tt tiz masodpercnyi
ingerlésmentes szlinetet iktattunk be. Ezzel a protokollal a patkany és egér sejtek SR-ra nyugalmi
allapotban jellemzd kalcium tultoltédés megsziintethetS. A sparkok frekvencidjanak idéfluggését ugy
allapitottuk meg, hogy a kummulativ spark szamot az eltelt id6 és a (sejt maszk meghatarozasaval) mért

teriilet szorzatanak a fliggvényében abrazoltuk (38. dbra). Amennyiben egy linearis 6sszefliggést lattunk,
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a spark frekvencia konstans volt. Ebben az esetben a spark frekvenciat az egyenes meredekségébdl
kaptuk meg. A 38. abra A panelén lathaté esetekben a sparkok frekvencidja rendre 3.65x10™ (korok),
2.48x107° (haromszogek) és 7.29x10°° um?*/ms (keresztek) volt.

A vizsgalat keretében lemért sejtek 75%-a konstans spark frekvencidval rendelkezett, a tovabbi
vizsgalatokat ezeken végeztik (n=6670). A sejtek 8%-aban a spark frekvencia az id6 el6rehaladtdval
novekedett, mig 17%-ban csdkkent (38. abra, B panel). Ezt az 6sszességében 25%-os instabil csoportot a
tovabbi vizsgdlatokbdl kizartuk. Tapasztalataink szerint az egyes sejtek kummulativ spark szamanak
jelent6s individudlis szérasa volt. A spark frekvencia eloszlasgoérbéje erésen aszimmetrikus alaku volt,
széls6 értékeit 1.7x10° és 1.3x10™ umz/ms-nak taldltuk (38. abra, C panel). Az atlagra 2.2x10°, a
medianra 1.2x10° um?*/ms értéket kaptunk.

Az altalunk taldlt értékeknek az irodalmi adatokkal torténd 6sszevetése kissé problematikus, ugyanis 2D
modszerel végzett spark frekvencia meghatdrozasra vonatkozé publikalt megfigyelést nem talaltunk. Az
irodalomban taldlhaté mérések line scan technikaval késziiltek, ami csupdn indirekt, kozelité
Osszehasonlitasra ad lehetGséget. Ha abbdl indulunk ki, hogy a confocalis mikroszkdp lateralis feloldasa
=0.25 um, mig az axidlis feloldds =1 um voltak, akkor méréseink sordn minden 1 pum-es sav
leképezésekor a fotonok egy 0.25 pm x 1 um x 1 pm = 0.25um>-0s térfogatbdl szarmaznak. A kozos
mértékegységre torténd konvertalashoz a sajat értékeinket meg kell szorozni 1/um-el, amely az optikai
tengely mentén torténé mélységhbdl kovetkezik. Az irodalomban taldlhaté line scan maddszerrel mért
spark frekvencia értékek patkany kamrai sejteken 0.85 spark/100 um és 4.6 spark/100 pm kozott
taldlhatdak [86, 137]. Ezek az adatok atszamitva a 3.4x10° és 1.8x10™ 1/um3/ms értékeket adjak. Sajat
mérési adataink ugyanezen egységben kifejezve 1.7x10°° - 1.4x10™ 1/um>®/ms-nek felelnek meg, ami j6
egyezésnek felel meg, de az irodalomban talalhatd patkany adatoknal valamivel szélesebb sdvot ad. Mas
fajokon azonban a mi adatainkhoz hasonldan széles szorast talaltak. Hiser és mtsai macska pitvari
sejteken figyelte meg, hogy a spark frekvencia 2.4x10° - 1.8x10™ 1/um®/ms tartomanyban szérddik
[138]. Patkdny és macska pitvaron, valamint nyul kamrai sejteken ezekkel az értékekkel jol egyez6 spark
frekvencidkat mértek mds munkacsoportok is [138-140]. Megallapithatjuk tehdat, hogy az altalunk
megfigyelt spark frekvencidk az els6 2D mérésekbdl szarmazd adatok és az irodalmi értékekkel jo

egyezést mutatnak.
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39. abra. A sparkok szimmetrikus alakzatok.
Az egyes sparkok Y-tengely menti szélességének

X-tengely menti szélesség

figgvényében (FWHM, versus FWHMy) .

A. di-8-ANEPPS jelolt sejteken a pontok egy
45 -os szoget bezard egyenes két oldalan
szimmetrikusan

elhelyezkedo halmazt

Amennyiben a mérést di-8-ANEPPS-el nem
sejteken végezzik el, a
tovabbra is szimmetrikusnak ad6dnak.

sparkok

6.5.2.2. A sparkok alakja szimmetrikus

szimmetrikus kiterjedésdek.
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A sparkok térbeli kiterjedését kétdimenzids Gauss gorbével torténd illesztés, majd az amplitudd
félmagassaganal torténd szélesség x és y iranyu mérésével hataroztuk meg (FWHM: Full Width at Half
Maximum). Az elemzésbe kizarélag azokat a sparkokat vontuk be, amelyek amplitiddja (AF/Fo) a 0.2
értéket meghaladta, ezzel biztositva a zajszintbdl valé megbizhatd kiemelkedést. Ennek a kritériumnak
az altalunk o6sszesen detektalt 6670 sparkbdl 907 felelt meg. A kapott szélességekbdl egyrészt
atlagértéket szamitottunk, masrészt minden spark esetén grafikusan abrazoltuk az Y iranyu kiterjedést
az X irdnyu kiterjedés fliggvényében (FWMHy versus FWMHy). A 907 vizsgalt spark alapjan a kiterjedések
atlaga FWMHy=2.32+0.008 um és FWMH,=2.30+0.007 um voltak (Mean+S.E, p>0.05). Amikor a sparkok
Y-tengely iranyu kiterjedését dbrazoltuk az X-tengely irdnyu kiterjedésének fliggvényében, a pontok egy
olyan halmazt alkottak, amelynek szimmetria tengelye 45°-os szoget zart be a koordinatarendszer

tengelyeivel (39. dbra, A panel). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a sparkok a sejt sikjaban
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Mivel a méréseket di-8-ANEPPS-el toltott sejteken végeztiik a sparkok térbeli eloszlasanak vizsgalata
céljabdl, felmerilt annak lehetGsége, hogy a szimmetrikus kiterjedés a T-tubulusok és a sparkok
egymasra vetilése miatti m(itermék. Ennek a lehetGségnek kizardsara di-8-ANEPPS festés nélkiili
sejteken is tanulmanyoztunk sparkokat. A vizsgdlatba bevont 259 spark esetén az atlagértékek
FWMHy=2.22+0.013 um és FWMH,=2.22+0.013 pm voltak (Mean+S.E, p>0.05). A grafikus elemzés
eredménye is megegyezett a di-8-ANEPPS-el t6ltott sejteken kapottakkal (39. dbra, B panel). Mindezek
ismeretében megallapithatjuk, 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 irdnyaban [83, 90]. A Parker és mtsai altal
publikalt sparkok aszimmetridja igen jelent8s, mintegy 2:1 (X:Y) aranyu. Bar kozleményeikben nem
mérték meg az altaluk rogzitett sparkok kiterjedésének aranyait, a jél lathatd aszimmetriat a Ca** kotott
aszimmetriat taldltak munkajuk soran. Eredményeik azt mutattak, hogy a FWMHy mintegy 18%-al kisebb
mint az FWMHy [90]. Béka vazizman nyugalomban ugyancsak szimmetrikus sparkokat figyeltek meg, de
ezek a sparkok koffein hatasara aszimmetrikussa valtak [89].

Az altalunk tapasztalt szimmetria elméletileg szarmazhatott volna a vizsgalt sejtjeink véletlenszerd
pozicionalasabdl, amikor a valdjaban aszimmetrikus sparkok random orientacidja kiegyenlitette volna a
kiterjedésbéli kilonbségeket, ezzel eredményezve a latszélagos 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 bedllitasat. Emiatt sejtjeink X-Y iranyu
orientdcidja igen megbizhaté volt, vagyis a szimmetria nem lehetett pozicionalasi hiba kbvetkezménye.
A szimmetriaviszonyok téves értékelése szarmazhatott volna képalkotdsi mitermékbdl is. A Zeiss 5 Live
mikroszkdp esetében egy képvonal leképezése ugyanabban az idépillanatban torténik, de két egymast
kovetd vonal kozott 25 ps kilonbség van (80Hz-es, 512x512 pixeles leképezést alapul véve). Az
id6kilonbségbdl eredd X-Y iranyu képtorzitas nagysaga fligg a leképezett objektum (esetlinkben a spark)
életidejétél és ardnyos a kamera zaridejének, valamint a spark id6beli lefolydsanak 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

leképezésikhoz szikséges id6. Tehat a szivben megfigyelhetd, viszonylag lassu sparkok esetén a
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leképezési id6bdl adddo X-Y irdnyu torzitas jelentéktelennek mondhatd, ezért feltételezhetjiik, hogy a
kép jol reprezentdlja a valds viszonyokat.

A sparkok szimmetrikus szerkezete jelentds kovetkezményekkel jar a Ca®" diffizids viszonyaival
kapcsolatos ismereteinkre. Az altalunk megfigyelt diffuzids izotrépia azt sugallja, hogy a Z-vonalak
mentén taldlhatd nagy denzitdsu fehérje kérnyezet [141] a kordbbi feltételezésekkel szemben nincs
mérhetS hatassal a Ca®* diffuzidjara. A sparkokat és kalcium hulldmokat leiré korabbi matematikai
modelljeink arra a feltételezésre épiilnek, hogy a Ca** és Ca**-kotétt Fluo-3 diffuzidja anizotrop [87, 142,
143]. Az anizotrép viszonyoknak izotropra torténé cseréje jelentG6sen megvaltoztatja a Ryanodine
receptorok Ca** dramainak szamitott értékét. Ha példaul feltételezziik, hogy a diffizids koefficiens az Y
tengely mentén fele az X és Z tengelyének, az egyetlen spark létrehozasahoz sziikséges kalcium dram

56%-a annak a mennyiségnek, amely izotrép diffuzié esetén adddik. 1zotrép diffuzids viszonyok esetén

ugyanis a gobmb alaku spark térfogata az ellipszoid sparkéndl nagyobb [143].

6.5.3. A sparkok koordinacidja

A sparkok koordindcidja alatt az individudlis sparkok kialakuldsdban felismerhet6 6sszehangoltsagot, az
egyes sparkok kozotti kapcsolat térbeli és id6beli sajatossagait értjik. Ennek tanulmanyozdsa soran azt
kivantuk meghatdrozni, hogy egy adott spark milyen valdszinliséggel valt ki egy Ujabb sparkot adott
sugaru kornyezetében. A jelenség hasonld a pocsolydba hullé es6cseppekhez, amelyek becsapddva
hullamgytriket valtanak ki a vizfelszinen ez lehet az elsGdleges spark analdgidja (40. abra). A
becsapddaskor azonban szertefroccsend vizcseppek is keletkezhetnek, melyek maguk kortl Gjabb,
masodlagos hullamgy(irtiket indithatnak.

Az elemzéshez el6szor definidljuk az elsGdleges és masodlagos spark fogalmat. Mindenekel6tt azt
szlikséges leszogezni, hogy az elsédleges és masodlagos jelz6k kizdrdlag az analizis lebonyolitdsahoz
sziikséges fogalmak, ugyanis egy spark esetében, pusztdn a spark tulajdonsagainak (amplitudo,
kiterjedés, fennallasi idG) vizsgalataval nem lehetséges elddnteni, hogy az spontan jelent meg egy adott
helyen és idGpillanatban (tehat elsGdleges), vagy egy masik spark valtotta ki (vagyis masodlagos). Az
elemzés soran technikai szempontbdl minden sparkot elsédlegesnek tekintettiink amikor azonosité
algoritmusunk detektdlta. Ezt tekintve null id6pontnak, tovabbi sparkokat kerestlink koordinatainak
0.3um < r < 15 um kornyezetében 15 ms-on belill. A tavolsag alsd értékét azért kellett nullanal
nagyobbra valasztani, hogy az azonositd algoritmus a késGbbi képkockakon 6nmagat az elsGdleges
sparkot ne azonositsa masodlagos sparkként. A 15 ms nagyon szoros id6tartomanynak tlinhet, de

figyelembe véve, hogy a sparkok atlagos kialakulasi ideje 5 ms, lecsengési ideje pedig 10-15 ms kordl
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40. abra. Az esdcsepp analogia.

A viz felszinén kétféleképpen alakulhatnak ki hullamgytiriik: Esécsepp (A panel), vagy egy esGcsepp
altal froccsend vizcsepp kovetkeztében (B panel). Az elsé esetben a két hullamgyiirii véletlen
egybeesés kovetkeztében jelenik meg egyidejlileg a viz felszinén. A masodik esetben a két gytirt kozott
ok-okozati Osszefiiggés van. A C panel egy kozponti (elsédleges) hullamgylri koriili masodlagos
hullamgyfiriiket mutat. A pontozott vonalak egy olyan teriiletet jeldlnek amelyeket az r+Ar tavolsagok
hatarolnak. A D panel mutatja a sparkok tavolsaganak szamitasi modjat. Az egyes sikok egy-egy
konfokalis képnek felelnek meg. Az elsddleges spark a t képkockan jelenik meg, a masodlagos sparkok
a t+T képkockan. A sparkok koordinatdinak felhasznalasdval az r, és r, tavolsdgok a geometriai
szabalyok segitségével meghatarozhatoak.

van, ez az érték elgend6en tag egy megbizhatd azonositashoz, ugyanakkor nem okozza a masodlagos
sparkok szamdnak jelent6s alulbecslését. Amint egy adott spark esetében a potencidlis masodlagos
sparkok azonositdsa befejez6dott, a spark keresé program a kovetkezé képkockdra lépett és minden
azon felbukkandé sparkot elsGdleges sparkként kezelt (tehat az el6z6 ciklusban masodlagosként
azonositottat is), majd ezzel inditotta a masodlagos sparkok keresését. Erre azért volt szilkség, mert a
masodlagos sparkok ugyanugy kivalthattak ujabb sparkokat a kornyezetiikben mint az, amelyik 6ket
létrehozta. Ismert a 4-8 tagbol allé ,ugralé” sparkok (jumping sparks) fogalma, amikor a lancszer(en
terjedd sparkok sorban aktivaljdk az id6ben utanuk kévetkez6ket [144].

6.5.3.1. Mddszertani megkozelités: a sparkok kialakulasanak stirliségfiiggvénye

A probléma vizsgalatdhoz sziikséglink lesz a sparkok kialakulasanak valdszin(iségét az elsédleges sparktdl
mért tavolsag fliggvényében leird f(r) s(rliségfliggvényre. Az ilyen problémak esetében a
legkézenfekv6ébb megoldas a hagyomdanyos hisztogramm készités (pl 1 pm-es |épéskozzel). A

hisztogrammoknak azonban hatranyos tulajdonsaga, hogy érzékenyek az 4&ltaldban Onkényesen
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megvalasztott osztalyok szélességére, illetve hatarainak konkrét értékére. Ez a probléma megkeriilhet6,
ha az ugynevezett kernel modszer alkalmazasaval el6allitott folytonos s(ir(iségfliggvényen végezzik el az
elemzést. A matematikaban jél ismert és széles kdrben alkalmazott kernel mddszerek l1ényege, hogy a
nemlinearis flggvényt, vagy adathalmazt nemlineadris transzformaciok segitségével tobb dimenzids térbe
transzformaljak, ahol az mar linedrisan megoldhatd. A kernel mddszerrel generdlt s(ir(iségfliiggvény
folytonos jellege miatt nem érzékeny az osztdlyok hataraira, vagy szélességére [145].

A slirliségfliggvényt az aldbbiak szerint irjuk fel:

"

qb(f',‘)/,A,p) =7 1 +Aexp _’_"

p

Ahol y a sparkok intrinsic frekvencidja, A a sparkok kozotti kapcsolat er6sségét adja meg, r az els6dleges

sparktol mért tavolsag, p pedig az 4 paraméter térkonstansa.

6.5.3.2. A sparkok kozotti kapcsolat erdssége és annak tavolsagfiiggése

A sparkok f*(r) tapasztalati gyakorisagat ezzel a fliggvénnyel illesztve jol lathatd, hogy az elsGdleges
sparkok mintegy 2 um-es kdrnyezetében az Ujabb spark kialakuldsanak valdszinlisége kiemelkedGen
magas (42. abra). A slrlséggorbén az r=0 tavolsagban egy magas csucs lathatd. Ez a cslcs mutatja azon
sparkokat, amelyek az els6dleges spark kozvetlen kérnyezetében alakultak ki. A csics magassagat és
szélességét a sparkok kapcsolatanak eréssége (4) és a térkonstans (p) hatdrozzak meg. Ha 4=0, akkor a
sparkok kozott nincs kapcsolat és az r=0 pont kornyezetében nem jelenik meg csucs. llyen helyzet
lathatd az 41. dbra A paneljén szaggatott vonallal jelolve. Ekkor az elsGdleges spark kdrnyezetében a
sparkok varhato gyakorisdga megegyezik a nagy tavolsagban mért gyakorisaggal. Az A paraméter értéke
a kisérleti adatok alapjan 45.9, ami a sparkok kdzotti erés kapcsolatra utal. A térkonstans (p) értéke 0.97
pm-nek adddott, ami azt jelenti, hogy a sparkok csak igen szlk kornyezetiikben valthatnak ki Gjabb
sparkokat, hatdsuk 2 pum-nél tavolabb mar elhanyagolhatd. A 42 abra B paneljén pontokkal jel6ljik a
CRU-k térbeli elrendez6dését két kiilonb6z6 helyzetre. A bal oldali panelen a z-vonalak kdzotti tavolsag
2 um, a CRU-k tavolsaga pedig 1 um. Kor jeldli a 2 um sugaru kornyezetet, amin belll egy spark képes
Ujabb sparkot kivaltani. Lathatd, hogy ebben az elrendez6désben a sparkok terjedése a z-vonal mentén
nagyobb valdzsinlséggel kovetkezik be, mint a z-vonalak kozott. Ha a CRU-kat a z-vonalakon még
slrdbben helyezziik el, ez tovabb noveli a transzverzalis irdnyu terjedés lehetGségét azaltal, hogy az
elsédleges spark kornyezetében megduplazza az aktivalhaté CRU-k szamat. A sparkok intrinsic

gyakorisagat (y) az illesztés alapjan 8.14x10™ 1/um*/ms—nek hataroztuk meg.
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41. abra. A szomszédos sparkok szama az eslodleges sparktél mért tavolsag fiiggvényében.
Matematikai modellel szamitott adatok.

A. az rq(ry,4,p) fuggvény értékei killonbozo paraméterkombinacié esetén. Szaggatott vonal: y=5x10-,
A=0, p=0.5, folyamatos vonal: y=5x10-% A=10, p=0.5; pontozott vonal: y=5x10+* A=10, p=I;
pontozott-szaggatott vonal: y=Ix10-* A=10, p=0.5.

B. az rq(ry,A4,p) - rq(r,y,0,p) killonbsége. Az egyes gorbék az A panelen azonos stilusu vonallal jelolt
gorbéknek felelnek meg.

C. valds sejtméret figyelembevételével a matematikai modellbdl szamitott kummulativ spark szamok
{f*(r)} azelsédleges sparktol mért tavolsag {r} fiiggvényében.

D. két képkocka (t, t+T) amelyen egy elsédleges spark (O) lathato. Az a sparkot az O spark valtotta ki,
b spark egy, az els6dleges sparktol s tavolsagban 1évo spark altal kivaltott spark, a ¢ spark fliggetlen
esemény eredménye.

6.5.3.3. A sparkok modellezése

A megfigyelt adatok ellenérzése céljabdl modell vizsgdlatot végeztiink. Ebben a sparkokat egy 40x40 um
kiterjedés( kétdimenzids sikban modelleztiik. A CRU tavolsagot a valds érték tizedére csokkentettik
(0.2x0.1 um) annak érdekében, hogy a valds spark frekvencidandl nagyobb értéket kapjunk, ami
felgyorsitja a modell futdsat. Minden CRU-hoz azonos spontdan spark generdldsi valdszinliséget
rendeltlink. Ha egy CRU sparkot generalt, akkor az » kdrnyezetében [évé CRU-k tiizelési valdszinlségét a
kisérleteinkben meghatdrozott ¢ értékre noveltik. A modell vizsgdlatok alapjan szamitott intrinsic
gyakorisag (y) 5x10™* 1/um*/ms —nek adddott, ami jelentds eltérés a kisérletekben meghatarozott
értéktél. Az eltérés lehetséges oka, hogy az elsGdleges spark kornyezetében megjelend spark nem
feltétlentl all ok-okozati viszonyban az 6t id6ben megel6z6 sparkkal. Ahogy a 41 abra D paneljén
lathatd, az r sugaru koérnyezetben megjelenhet olyan spark (b) is, amelyet egy tavolabb |év6 spark

indukal. Ezek a sparkok a sparkok kozotti kapcsolatot jellemzé (A) paraméter tulbecslését eredményezik.
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42. abra. A sparkok gyakorisiga az elsodleges sparktél mért tavolsag fiiggvényében.
A: A sparkok gyakorisaga az elsédleges spark 2 pm-es kornyezetében 1ényegesen magasabb mint ami
az intrinsic frekvenciabol kovetkezne (5 pm-es tavolsagon kiviili linearis szakasz).
B: A CRU-k elhelyezkedését szemlélteto vazlat a 2 um-es sugara koron beliil, ahol az A panelen lathato
stiriségfliggvény szerint erds kapcsolat all fenn a sparkok kozott. A bal oldali panel azt a szituaciot
mutatja amikor a CRU-k tavolsaga a z-vonal sikjaban 1 um. A jobb panelen a tavolsag 0.5 um.
C: Alacsony Nat tartalmi Tyrode oldatban az SR Ca?" toltédése miatt megnévekszik a sparkok
gyakorisaga. Ez a novekedés azonban csak az intrinsic gyakorisagot érinti, a sparkok kozotti kapcsolat
erdssége nem valtozik.

Ha azonban az A4 értékét az elsé elemzésben kapott 45.9-r6l 29.75-re csdkkentjik, a modellbdl szamitott

y értéke 7.7x10™ 1/um2/ms lett, jol reprodukalva a kisérleti adatokbdl szamoltat.

6.5.3.4. A sparkok vizsgalata alacsony Na* tartalmu oldatban

Analitikai eljdrasunkat szerettiik volna olyan viszonyok kozott tesztelni, amikor a sparkok intrinsic
gyakorisaga (esetleg egyéb paraméterei) eltérnek a nyugalmi dallapotban mértektSl. A sejtek egy
csoportjat ezért olyan Tyrode oldatban vizsgaltuk, melynek Na® tartalmat 145-rl 115 mM-ra
csokkentettlik, ozmotikusan azonos mennyiségli n-metil-d-glucamin-nal pétolva a hidnyzo részt. llyen
kérnyezetben a szivizomsejtek SR-je Ca’* -al taltdltédik (Ca® overload), amely ismert médon megndveli
a sparkok gyakorisagat. Ahogy véarhatd volt, ilyen viszonyok kozétt a sparkok gyakorisaga megnétt
(y=4.24x10° 1/um?/ms), érdekes médon azonban a kapcsolat erdssége lecsokkent (4=15,31), mig a
térkonstans valtozatlan maradt (p=0,97 um). A sparkok gyakorisdgat és amplitudéjat alapvet6en
meghatarozza a CRU-k (Ca”); iranti érzékenysége. A (Ca®*); magasabb alapértéke mellett az elsédleges

spark kornyezetében tobb CRU aktivdlédhat, ami megmagyardzza a megemelkedett intrinsic
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gyakorisagot. Az SR megemelkedett Ca** tartalma ugyancsak a frekvencia névekedésének iranyaban hat
[ED 29, 30]. A kapcsolat er6sségének csokkenését a sparkok amplitiddjanak valtozdsa magyarazhatja.
FeltételezhetSen az &atlagos spark amplitudé Tyrode oldatban nagyobb, mint alacsony Na® tartalmu

2*); magasabb bazalis fluorescencia értéket okoz, ami a sparkok

kozegben, ugyanis a megemelkedett (Ca
mért amplitiddjanak csokkenését eredményezheti. Az adatok elemzése megmutatta, hogy normal
Tyrode oldatban a sparkok amplitiddja csakugyan magasabb mint alacsony Na* tartalmu kdzegben
(0.136 vs. 0.117, p<10™), ami valdszin(siti, hogy ezekben a kisérletekben a sparkok szamat alulmértiik és

ez vezethetett az A paraméter alulbecslésére.
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7. UJ MEGALLAPITASOK

A munka soran elért Uj tudomanyos eredmények, megallapitdsok és kdvetkeztetések

10.

11.

Izoladlt eml6s kamrai szivizomsejteken meghataroztuk az els6dleges kulturdban tartds alatt
kifejlédé szerkezeti és funkcionalis valtozasokat. Megallapitottuk, hogy a kulturaban tartott sejtek
elektrofizioldgiai célokra 48 6ran at megbizhatdan felhasznalhatéak.

Kifejlesztettiik a Szekvencialis Akciés Potencidl Clamp technikat, mely lehet6vé teszi tobb iondram
egyazon sejtben torténd akcids potencidl alatti mérését.

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

Akcids potencial clamp technika segitségével feltérképeztiik az emlSs kamrai szivizomsejtek
kardinalis iondramainak (lca1, Incxs o Ik1, Ikrs Iks ) @kcids potencidl alatti lefutdsat.

Tanulmanyoztuk az I, transmuralis heterogenitdsat. Megallapitottuk, hogy endocardialis
sejtekben az dram a korai csucsot kdvetéen gyorsan inaktivalédik, epicardialis sejtekben pedig az
elsd 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 deaktivalddott csatorndk reaktivacidja hozza létre az epicardialis
sejtekre jellemz6 démot.

Megmutattuk, hogy az akcidés potencidl alatt az L-tipusu kalcium csatorndk képesek tobbszori
zarddasra és megnyildsra, amely jelenség hozzajarul az akcids potencial formdjanak kialakitasahoz
és elGsegitheti a korai tipusu utédepolarizacidk (EAD) létrejottét.

El6sz6r mutattuk meg kisérletesen, hogy a kamrai szivizomsejtek klorid arama az akciés potencidl
alatt két fazisu. A korai fazis a repolarizacidhoz, a késéi fazis a depolarizacidhoz jarul hozza.
Tanulmanyoztuk a klorid dram szerepét a ritmuszavarok kialakuldsaban. Megfigyeltiik, hogy a
klorid aram gatlasa fokozza az utédepolarizaciés aritmiak kialakuldsanak esélyét.

Megfigyeltik, hogy a bikarbonat ion csdkkenti kutya kamrai izomsejtekben az utddepolarizacios
aritmiak kialakuldsanak gyakorisagat.

Megfigyeltiik, hogy kutya kamrai szivizom sejtjeiben a befelé egyeniranyitd kalium aram és a késgi
egyeniranyitd kalium aram gyors komponense id6ben szinkronizalt médon miikédik és csucsaik

egybe esnek az akcids potencial terminalis repolarizdcidjanak legyorsabb szakaszdval. Az id6beli
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szinkronitas ellenére a repolarizacio meredeksége és az aramok amplituddja kozott csak az Iy,
esetében talaltunk korrelaciot.

Megallapitottuk tovabba, hogy a befelé egyenirdnyitd kdlium dram cstcsa és a késbi egyeniranyité
kalium dram gyors komponensének farokarama frekvenciafliggetlen szabalyozas alatt all.
Tanulmanyoztuk a késdi egyeniranyitd kalium dram lassi komponensének szerepét a
repolarizacidban. Megmutattuk, hogy az dram az akciés potencial alakjanak megformalasaban
jelent6s szerepet tolt be. Feltartuk azt a koordindcids mechanizmus, melynek révén az dram
aktivaciéjat az akcids potencial platé magassaga szabdlyozza.

Megallapitottuk, hogy szivben a legtébb ioncsatorndra haté szer akciés potencidl hosszara
gyakorolt hatasanak eréssége az ingerlési frekvenciatél fugg.

Uj hipotézist dolgoztunk ki a frekvencia fiiggd hatdsok magyarazataul. Kisérleti adataink arra
utalnak, hogy a jelenségért az akcids potencial nyugalmi hosszanak frekvenciafiiggése a felel6s. A
hipotézist tobb fajon teszteltiik és megerGsitettiik.

Megfigyeltiik, hogy az eml6s kamrai akcidés potencial alatti ionaramok variancidja egy egész
nagysagrendet ér el. Kimutattuk, hogy ugyanakkor az iondramok intenzitdsa és az akcios
potencialok paraméterei kozott nincs kapcsolat.

El6szor hataroztuk meg és irtuk le a Na*/Ca®* cseredram akcids potencial alatti lefutasat kisérletes
maddszerrel. Megmutattuk, hogy az d4ram inward csicsa az utddepolarizacidk
feszlltségtartomanyaban jelentkezik, kés6i komponense pedig az akcids potencial végén
jellegzetes utépotencidlt hoz létre.

Megallapitottuk, hogy a patkdny kamrai szivizomsejtjein megfigyelhet6 sparkok alakja
szimmetrikus.

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

Megallapitottuk, hogy patkany kamrai izomsejtekben a sparkok kozotti kapcsolat eréssége és
térkonstansa 4=29.75 és p=0,97 um. Megmutattuk, hogy SR Ca’* -al torténd tultoltését kovetden
(Ca® overload) a kapcsolat erdssége csokken (4=15,31), mig a térkonstans értéke véltozatlan

marad.
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