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Ismert, hogy az eml6s szivizombdl izolalt miocitdkon mérhetd arammindzat, és igy az altaluk
létrehozott akcids potencial konformaécié attdl fliggden valtozik, hogy a szivizomsejtek a miokardium endo-
vagy epikardialis régidjabdl szarmaznak. Epikardialis sejtek esetében a korai repolarizald6 aramok jelenléte
miatt jellegzetes, ugynevezett “spike and dome” konfiguréacié alakul ki, mig endokardidlis sejteken ezek
Kisebb intenzitasa miatt prominens plato fazis jon létre. Kisérleteinkben az L-tipust kalciumaram profiljanak
és kinetikai paramétereinek endo- és epikardialis viszonylatban megfigyelhetd kulonbségeit vizsgaltuk
kutya- és egészseges emberi szivizombdl izolalt kamrai szivizomsejteken konvencionalis voltage clamp és
akcids potencial voltage clamp (APVC) technika segitségével. Ez utdbbi esetben a sejt sajat akcids
potencialjat alkalmaztuk parancsjelként, az L-tipusu kalciumaramot nisoldipin-érzékeny aramként
azonositottuk. Megallapitottuk, hogy az APVC kortlmeények kozoétt vizsgalt endokardialis eredetd kamrai
sejtek esetében a kalciumaram gyors aktivaciojat gyors és teljes inaktivacio kovette. Késéi komponens vagy
esetleges reaktivacid6 nem volt megfigyelhetd. Ezzel szemben epikardialis sejtek esetében az aram
aktivacigjat részleges inaktivacié kovette, de még az aram teljes lecsengése eldtt Ujabb kalciumaram
aktivacio volt megfigyelhet6. Ez a masodszori aktivalodas a hagyomanyos voltage clamp eljarassal nem volt
megjosolhatd. Annak eldontésére, hogy az aram profiljaban megfigyelt epi-endokardialis kulonbségek a
kalciumcsatornédk inherens tulajdonsdgébol fakad-e, vagy az eltér6 alaku epikardialis ill. endokardidlis
akcios potencialok kovetkezménye, az endokardialis sejteken parancsjelkén hasonlé id6tartamu, de
epikardialis morfoloiaju, tehat mely incizdraval rendelkezd akcios potencialt alkalmaztunk. Az igy nyert
aramgorbék mindegyiken megfigyelhetd volt a kalciumaram masodik aktivacioja, ami arra utal, hogy a
kalciuméaram epikardidlisan megfigyelt bifazisos jellege a “spike and dome” akcids potencial konfiguracio
kdvetkezmenye. Ezt a kovetkeztetést aldtdmasztja a konvenciondlis voltage clamp korilmények kozott
vegzett arammérések eredménye, mely szerint nem talaltunk szignifikans kilénbséget sem a kalcium
csticsaram nagysagaban, sem az inaktivacios ill. reaktivacios kinetika paramétereiben az epikardialis és az
endokardialis sejtek kozott. Mivel az epi- és endokardialis sejtek akcids potencialjan megfigyelhet
legmarkénsabb kilonbség az incizura jelenléte ill. hianya, kisérleteink soran az incizura alakja (elsésorban
annak mélysége és id6tartama) valamint a masodik kalcium aramcsucs paraméterei kozott kerestlink
Osszefliggeseket. Megallapitottuk, hogy az akcios potencial korai repolarizaciéjanak kifejezettebbé valasaval
a masodik kalcium aramcsucs is prominensebbé valik. Ennek alapjan dsszefuggeés tételezhetd fel a masodik
kalcium aramcsucs iddbeli megjelenése és a korai repolarizacio lefutasa illetve ezt kdvetden a dom
kialakulasa kozott, ezért megvizsgaltuk az 6sszefliggést a kalciumaram és akcids potencial paraméterek
idobeli lefutasaban. Azt talaltuk, hogy az epikardialis sejtek masodik kalcium aramcsicsanak megjelenési
ideje és a dom maximumaig eltelt id6 igen szoros korrelaciot mutat. Hasonloan szoros dsszefuiggest talaltunk
az incizura minimum értének iddpontja valamint az akciés potencial feszultségfliggvényének elsd derivaltja
és a mésodik kalcium aramcsucs kozott. Mindezek alapjan kijelenthetjik, hogy az epikardiélis sejteken a
dom felszallo szaranak lefutasat a masodik kalcium &ramcsics idobeli lefutdsa hatdrozza meg. Ez
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Iényegében azt is jelenti, hogy az epikardialis sejteken kialakuld “spike and dome” konfiguracié nemcsak a

korai repolarizal6 aramok aktivalodasanak és inaktivalédasanak, hanem dontd mértékben az L-tipusu
kalciumaram bifazisos aktivaciojanak is kdszonhetd. Az akcios potencial alatt folyé kalciumaram aram-
fesziiltsek karakterisztikajat fazissik maddszerrel abrazolva megallapitottuk, hogy endokardialis sejteken a
fazissik egyetlen hurokkal, mig epikardidlis sejteken kettds hurokkal jellemezhet6. Amennyiben
endokardialis eredetl sejten epikardialis akcios potencialt alaklmaztunk parancsjelként, az igy nyert fazissik
diagram ugyanugy kettés hurokkal volt leirhatd, mint amit epikardialis sejtek esetén APVC koérilmenyek
kozott talaltunk.

A kutya kamrai sejteken megfigyelt kétcstcsu kalciumaramot talaltunk az egészséges emberi sziv
szubepikardialis rétegébdl izolalt humén kamrai sejteken is. Ezek a megfigyelések tovabbi bizonyitékot
jelentenek arra nézve, hogy a kalciumaram epi- és endokardialis viszonylatban megfigyelt eltéré profilja
nem a csatornak inherens tulajdonsagabdl fakad, hanem azt az akcids potencialok eltéré fesziiltsegmintazata

hozza létre.

A kutya kamrai szivizom transzmuralis inhomogenitasat elektrofizioldgiai és immunbiologiai
modszerek segitségével parhuzamosan vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a szubepikardialis (EPI) sejtekrdl
elvezethetd akcios potencidl id6tartama a repolarizicié 50 és 90%-0s szintjén egyarant szignifikansan
révidebb, a depolarizécié maximalis sebessege és az akcids potencial amplitudoja szignifikansan kisebb, mig
a korai repolarizacié (phase-1) nagysaga szignifikansan nagyobb volt, mint a midmiokradialis (MID)
sejteken. Ugyanakkor nem talaltunk szignifikans kilonbséget sem a nyugalmi potencial nagysagaban sem a
sejtek membrénjanak kapacitasaban a két sejttipus kdzott. Hagyomanyos voltage clamp kortlmények kozott
nem volt szignifikans kuilonbség az L-tipusu kalcium aram amplitdddjdban, az &ram steady-state
inaktivaciojanak fesziltség-fiiggésében, sem az inaktivaciobo valo visszatérés idoallandojaban. A membran
steady-state aram-fesziiltség karakterisztikaja tekintetében a két sejttipus azonosan viselkedett a —135 - +65
mV fesziltségtartomanyban vizsgalva. A nyugalmi kéalium aram (lx;) denzitasa EPI és MID sejteken
egyforma volt. A tranziens outward kalium aram (l,) nagysaga EPI sejteken 0 és +65 mV kozott minden
membranpotencialon szignifikansan nagyobb volt, mint a MID sejteken mért atlagérték. Ezen tulmenden
nem talaltunk kilonbséget sem az aktivacio, sem a steady-state inaktivacio fesziltség-fiiggése tekintetében.
A Kkésodi kalium aram gyors komponensének (lx;) amplitidéja minden membranpotencialon egyforma volt a
két sejttipuson. Az Ik, aktivacidjanak feszitség-fliggésében és idoalland6jaban nem talaltunk szignifikans
kilonbséget, de az aram deaktivacioja EPI sejtekben szignifikansan gyorsabb volt, mint MID sejteken. A
késodi kalium aram lassu komponensének (lxs) amplitiddja EPI sejteken 0 és +55 mV kdzott minden
membranpotencialon szignifikdnsan nagyobb volt, mint a MID sejteken. Ez egyarant igaz volt a
farokaramok, valamint a hosszU deplolarizald6 impulzussal teljes mértékben aktivalt aramok esetében. Az
aktivacids valamint deaktivaciés iddallandok nagysagaban az Ixs esetében nem talaltunk kilonbséget a két
sejttipus kozott.
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Western-blot techniké&val vizsgéalva a kutya kamrai szivizomzat transzmuralis inhomogenitasat azt

talaltuk, hogy EPI sejteken a Navl.5 és a MinK csatornafehérjék szignifikansan kisebb mértékben, mig a
Kv4.3, Kvl1l.4, KchiP2 és LvLQT1 fehérjék szignifikdnsan nagyobb mértékben kerlilnek expressziora az
EPI, mint a MID sejteken. Fenti vizsgalatokat egészseges emberi szivizombdl kimetszett szivizommintakon
is elvégeztiik és a kutyan tapasztalt aszimmetriat talaltuk. Az elektrofiziol6gia és Western-blot modszerekkel
feltart EPI-MID eltéréseket dsszevetve megallapithatjuk, hogy azok - a MinK csatornafehérje valtozasaitol
eltekintve - jo korrelaciot mutatnak egymassal — masként fogalmazva az ioncsatornak valamint ionaramok
szintjén talalt kulonbsegek jol magyarazzak az akcids potencial konfiguraciok kozott latott EPI-MID
eltéréseket. Ugyancsak kivalo kvantitativ egyezést talaltunk az EPI-MID kilonbségek viszonylatdban a
kutya és az ember kamrai szivizma kozott, ami arra utal, hogy a kutyasziv valéban alkalmas model a

transzmuralis kilonbségek vizsgalatara.

Az EPI és MID sejteken talalt fenti kilonbségek azért fontosak, mert kialakitjak ill. fenntartjak a
transzmurdlis diszperziét, amely jelentds proarrhythmids kockazatot hordoz. Mivel méréseink soran a
legmarkansabb transzmuralis kilonbségeket az Ixs aram amplitudojaban talaltuk, az aram farmakoldgiai
blokkolasanak kovetkeztében bekdvetkezd transzmurdlis  kilonbségeket szamitogép segitségével
szimulaltuk. Megallapitottuk, hogy az Ixs &ram — azonos csatornaszamot feltételezve is — nagyobb mértékben
aktivalodik endokardialis, mint epikardialis sejteken. Ennek oka az endokardidlis sejtek akcids
potencialjanak pozitivabb plato-potencialjaban keresendd, kovetkezménye pedig az, hogy az aram

farmakoldgiai gatlasa tovabb noveli a diszperziot ezért proarrhythmias hatasu.

A kamrafal transzmuralis inhomogenitasanak meghatarozasat kdvetéen arra a kérdésre kerestink
valaszt, hogy a kutyaszivben és az egészséges emberi szivben milyen az egyes ionaramok, valamint az
azokat létrehozd csatornafehérjék megoszlasa a sziv apiko-bazélis tengelye mentén. Elektrofizioldgiai
késérleteinket patch clamp technikaval, a csatornafehérjék denzitasanak vizsgalatat Western-blot technikaval
vegeztiik. Megéllapitottuk, hogy a kutyasziv apikalis régidjabol izolalt szivizomsejtekrél elvezetett akcios
potencidlok idotartama szignifikansan rovidebb, a korai (1-fazis) repolarizacié amplitudoja szignifikansan
nagyobb volt, mint a bazalis régiokbol izolalt sejtek esetében. Sem az akcios potencidl egyéb
paramétereiben, sem a sejtek kapacitdsdban nem talaltunk szignifikans kilonbséget. Apikalis sejteken a
tranziens kalium aram (ly,) amplitadéja szignifikdnsan nagyobb volt, mint bazalis sejteken. Apikalis sejteken
a késdi kalium aram lassi komponensének (lxs) amplitudoja szignifikansan nagyobb volt, mint bazélis
sejteken. Nem talaltunk szignifikans apiko-bazalis kiilonbséget a nyugalmi kalium aram (lx1), a késoi kalium
aram gyors komponense (lxr) és az L-tipusu kalcium aram (lc...) esetén. Western-blot kisérleteink soran
kimutattuk, hogy kutyaszivben és emberi szivben egyerant apikalisan szignifikdnsan nagyobb azoknak a
csatornafehérjéknek az expresszidja, amelyek az Iy, €s lxs aramok kialakitasaban részt vesznek (apikalisan
nagyobb Kvl.4, KChIP2, KvLQT1 és MinK denzitdsokat regisztraltunk). Eredményeink alapjan arra

2003.



OTKA nyilvantartési szam: RESZJELENTES
kovetkeztetiink, hogy markans apiko-bazalis kiilonbségek vannak a kutya és a human kamrai szivizom

elektrofiziologiai sajatsagaiban, amelyet a megfigyelt transzmurdlis kilénbségekhez hasonldan szintén

fontos potencialisan diszperziot novel6 tényezonek tartunk.

Kovetkeztetések

Az elektrofizioldgiai és biokémiai mddszerekkel nyert eredmények egymassal jol korreldlnak és arra
utalnak, hogy markans apiko-bazalis valamint transzmuralis kiilonbségek vannak a kutya és a human kamrai
szivizom elektrofiziologiai sajatsdgaiban, amelyet potencialisan diszperziot néveld tényezonek tartunk. Ez a
diszperzié farmakolodgiai beavatkozasok hatasara (pl. nyugtatok, antidepresszansok, terpenoid vegyuletek
alalmazéasakor) tovabb névekedhet, amely jelent6s proarrhythmias kockézatot hordoz.
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