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Célkitlizés: A vizsgalat célja a pitvari repolarizaciét meghatarozé és a pitvarfibrillaciot (PF) kiséré elektromos atépulésben
szerepet jatsz6 kalium-ionaramok (1, — tranziens kifelé haladé kalium; |, — befelé egyeniranyité kalium és Iy 5c, — acetilkolin
szenzitiv kaliumaram) vizsgalata volt sinusritmusu (SR) és krénikus gyors (400/perc) pitvari elektromos ingerléssel kivaltott
PF-ben lévd kutyakbol izolalt pitvari szivizomsejtekben.

Modszerek: A kutyakon a pitvari remodellinget és PF-t kronikus (4-6 hét) gyors (400/perc) pitvari elektrostimulacioval valtot-
Eredmények: A PF-ben szenved6 kutyakbdl izolalt cardiomyocytakban az |, kis mértékben gyengiilt (downregulalédott).
Az |, hasonlé mértéki volt a PF és az SR sejtekben. A pitvarspecifikus Iy 5c, iondram aktivalasahoz carbacholt (CCh) alkal-
maztunk. Az ,SR-sejtekben” aktivalt outward aramot 10 nM tertiapin, az Iy ,c, szelektiv gatlészere, 61%-ban csdkkentette. A
,PF-sejtekben”, minden elézetes aktivacié nélkil, jelentés, konstitutivan aktiv Iy ,c, aramot mértiink, amelyet a tertiapin 59%-
ban gatolt. Ha a ,PF-sejteket” carbachollal kezeltik, bennlk a konstitutiv I, ,c, ionaramon kivil szignifikans ligand-figgé és
szintén tertiapin szenzitiv ¢ oc, ionaram jelent meg.

Kovetkeztetések: A konstitutiv I, ,c, megjelenése is igazolja, hogy az altalunk alkalmazott PF-kutyamodellben a pitvari
elektromos remodelling egyértelmiien kialakult. A ligandfiggd és konstitutiven aktiv I, 5c, egylttesen fontos szerepet jatszik
kutyaban a PF-t kiséré elektromos atéplilés kialakitasaban, igy igéretes antiaritmias gyogyszertamadasi célpont lehet.

Kulcsszavak: pitvarfibrillacié, pitvari remodelling, szivelektrofiziologia, acetilkolin szenzitiv kaliumaram

Properties of several repolarizing potassium currents in atrial cadiomyocytes isolated from dogs in sinus rhythm
and atrial fibrillation

Aims: The aim of the present study was to investigate the properties of three repolarizing potassium currents which contribute
to atrial fibrillation (AF) — induced electrical remodelling, i.e. the transient outward (l), inward rectifier (lx;) and acetylcholi-
ne-sensitive (lx acn) POtassium currents in isolated atrial myocytes obtained from dogs either with sinus rhythm (SR) or fol-
lowing chronic atrial tachypacing (400/min) AF-dogs.

Methods: Atrial remodelling and AF were induced by chronic (4-6 weeks of) right atrial tachypacing (400/min) in dogs. Trans-
membrane ionic currents were measured by applying the whole-cell patch clamp technique at 37°C.

Results: The |, current was slightly downregulated in AF cells when compared with that recorded in SR cells. Iy, current
was not statistically significant different in AF and SR cells. I »c, Was activated by carbachol (CCh; 2 uM). In SR, CCh acti-
vated a large current either in inward or outward directions. The selective I, ,¢, inhibitor tertiapin (10 nM) blocked the outward
CCh-induced current by 61%. In atrial myocytes isolated from dogs with AF, the presence of a constitutively active Iy 5o, was
observed, blocked by 59% with 10 nM tertiapin. However, in ’AF atrial myocytes’, CCh activated an additional, significant
ligand-dependent and tertiapin-sensitive |, o, current.

Conclusions: The presence of the constitutively active | ¢, in atrial myocytes from AF dogs shows that electrical remodeling
truly developed in this model. The Iy »c,, current (both ligand-dependent and constitutively active) seems to play a significant
role in canine atrial electrical remodeling, and may be a promising atrial selective drug target for suppressing AF.

Keywords: atrial fibrillation, atrial remodeling, cardiac electrophysiology, acetylcholine sensitive potassium current
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Bevezetés

A pitvarfibrillacié (PF) a leggyakrabban eléforduld kré-
nikus/visszatérd ritmuszavar a klinikai gyakorlatban.
PF-ben a fiziologias kérulmények (SR) kdzétt koordi-
nalt pitvari tevékenység helyett teljesen rendezetlen,
kaotikus, oriasi frekvenciaju (cca. 600-800/min) gyors
excitacié jellemzi a pitvarok elektromos muikddését,
amelyek Iényegében véve vonaglanak, érdemi mecha-
nikai tevékenységre (6sszehuzddasra és ellazulasra)
képtelenek. Paroxizmalis PF-ben a rendszertelentl és
nemritkan (10-40%) panaszmentes formaban jelent-
kez6 epizédok/attakok 7 napon belidl spontanul meg-
szlinnek, de ha a PF perzisztenssé valik, gyogyszeres
terapia vagy elektromos kardioverzioé sziikséges a SR
helyreallitdsara. Az SR visszaallitasat célz6 gydégysze-
res, elektromos vagy ,hibrid (gydgyszer pl. prokaina-
mid vagy ibutilid injektélasa utédn végzett elektrosokk)
beavatkozas nem mindig sikeres, és koztudott, hogy
anndl kisebb a valoszinlisége, hogy a betegek SR-ben
maradnak, minél hosszabb ideje fennall(t) a kardiover-
zi6 el6tt a PF. Ha az SR ezen beavatkozasok ellenére
sem all helyre vagy kisérlet sem torténik helyreallitasa-
ra (mert pl. a beteg nem egyezik bele az altatas alatt
végezhetd elektrokardioverziéba), a ritmuszavar allan-
dosul, s ilyenkor a permanens jelzdvel illetjuk (1). Ki-
sérletes korllmények kozott rovidebb-hosszabb ideig
fentartott gyors pitvari elektrostimulacioval PF idézhet6
el6, amely dnfenntarté folyamatként elésegiti (elsésor-
ban nagyobb szivvel biré allatfajokban) sajat fennma-
radasat. Ezt a jelenséget nevezték el Allessie és mun-
katarsai, ma mar klasszikusnak nevezhetéen az atrial
fibrillation begets atrial fibrillation, azaz ,a pitvarfibrilla-
cio pitvarfibrillaciot szul” kifejezéssel (2).

A PF kérélettananak megismerése rendkivul sokat fej-
16d6tt az elmult 20 évben, amelynek soran bekerdlt a
kdztudatba az atrialis remodelling, azaz a pitvari at-
épulés fogalma (3). Minden, a PF soran el&4ll6 pitvari
strukturalis/szerkezeti, funkcionalis/elektrofiziologiai és
szignaltranszdukcids/biokémiai elvaltozast dsszefogla-
I6an pitvari remodellingnek nevezink. A pitvari remo-
dellingnek szamos (részben a kivaltd alapbetegségtél
fuggd) formajaltipusa van, mindemellett kdzds jellem-
z8juk, hogy el6seqitik a PF kidjulasat, perzisztenciajat,
sat. Lényegében véve, a PF is azokon a kamraizomzat-
ban/szivizomsejtekben is medfigyelhetd, mindenkitél
ismert szivritmuszavar-kelté/fenntart6 mechanizmu-
sokon alapul, melyeket az 1. abra szemléltet (4). Pit-
varfibrillaciét egyarant okozhat gyors pitvari ektopias
tevékenység/szoliter vagy repetitiv extrasystolia vagy

Roviditések jegyzéke
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1. ABRA. A pitvarfibrillacié kialakuléséban és fennmaradasé-
ban szerepet jatszé fébb tényezdk ([4] alapjan médositva;
engedéllyel)

un. re-entry-aktivitds. A PF-et kivalto, tdbbnyire funk-
ciondlis (multiple wavelet)-re-entry inicialasaban és
(gyakran a ritmuszavar tartés fonnmaradasaban is), a
repetitiv pitvari ektopias aktivitasnak/extrasystolianak
kulcsfontossagu szerepe van. Mar utaltunk arra, hogy
minél hosszabb ideje &ll fenn a PF, annal kifejezetebb
az atrio-endomiokardialis és neurdlis (5, 6) remodel-
ling, s t6bb éve tartd6 permanens PF-ben az ,atépllés”
mar oly mértékben a progredial, hogy a pitvariregek
kitdgulnak, a pivarizomfal pedig kétészdvet-szaporu-
lat miatt egyre merevebb lesz (stiffnes; fibromiokardi-
alis atalakulas). Chen és munkatarsai nemcsak spon-
tan kéros automaciara vagy triggerelt aktivitasra képes
cardiomyocytakat talaltak kutyak PV-szajadékaiban (a
PV-ostiumokban) és a visszerekbe betiremkedd szi-
vizomnyelvekben, hanem olyasféle re-entry-mechaniz-
must is, amindt PF-ben szenvedd betegek PV-régioi-
ban is kimutattak (7).

Mindent 6sszevéve, a venoatrialis PF-et elinditd ext-
rasystolék (ES-k) patofizioldgiai hatterében harom arit-
mogén mechanizmus allhat:

* kéros automacia;

* re-entry;

- triggerelt aktivitas.

Utdbbi lehet a PV-szjadékokbdl kiindulé spontan ES
(fokalis PF), amelyet un. kés6i (DAD=delayed after de-
polarization) és/vagy korai (EAD=early after depolari-
zation) utédepolarizacié indukal.

A kialakult/mar meglévd pitvari remodelling tovabbi
komplex (e helyitt nem részletezett) elektrofizioldgia
és patobiokémiai mechanizmusokon keresztil el6se-
giti a PF tovabbi fennmaradasat megalapoz6 ektopi-

4-AP: 4-aminopyridin; Aflu: pitvarlebegés (atrial flutter); AP: akcios potencial; APD: akciés potencial idétartam; ATR: pitvari
tachyarrythmiatol indukalt remodelling (atrial tachycardia-induced remodeling); ASR: pitvari strukturalis remodelling; AV:
atrioventricularis; DAD: kés6i utdédepolarizacio; EAD: korai utdédepolarizacio; ERP: effektiv refrakter periédus; ES: extrasysto-
le; HP: holding potencial; Iy ac,: acetilkolin-fliggd kaliumaram; ly,: befelé egyeniranyitd kaliumaram; |, tranziens kifelé halado
kaliumaram; PF: pitvarfibrillacié; PSVT-K: paroxysmalis supraventricularis tachycardia; PV: pulmonalis véna; SR: sinusritmus
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as és/vagy re-entry aktivitast. Szamos kérfolyamat/
betegség létezik, amely megvaltoztatja a pitvarsejtek
és a pitvari myocardium elektroanatomai és elektrofi-
zioldgiai tulajdonséagait, e dolgozatnak ezen kérformak
szambavétele nem célja. Altalaban véve, allatkisérle-
tes és klinikai vizsgalatok alapjan a pitvari remodelling
két alapformajat kllénboztetjik meg. Az egyik a pitvari
tachycardiatol/tachyarrhythmiatél indukalt tipus, amely
dominansan elektromos remodelling (ATR=atrial tachy-
cardia-induced remodeling), amelyet klinikai kdrtlmé-
nyek kdzott tachyarrhythmidk (PF, pitvarlebegés=AFlu,
PSVT-K=paroxizmalis supraventricularis tachycardiak)
valtanak ki; a masik a pangasos szivelégtelenséghez
vagy a kamraizomzat kétészovet-szaporulattal (fibro-
sissal) és tel6désgatldssal jar6 megbetegedéseihez
(mint amilyen pl. a hipertenzid) tarsuld pitvari struktu-
ralis remodelling (ASR=atrial structural remodeling). A
két ,remodelling-forma” éles disztinkciéja magéatol ér-
tédéen nagyon nehéz, hiszen az itt és késébb folva-
zolt (elektro)patofizioldgiai folyamatok kart karba &ltve
jarnak.

SR
0mV -

|20mV 4
0

APD,,=205 ms

1 0mV -

Az a megfigyelés, hogy mar a néhany hétig folyamato-
san fennallé PF is képes gydkeresen megvaltoztatni a
pitvar elektrofiziol6giai tulajdonséagait és facilitélja a ta-
chyarrhythmia fennmaradasat és/vagy allandésulasat,
az Allessie vezette maastrichti munkacsoport ,mér-
foldké” elektropatoldgiai/elektrofizologiai felfedezése
volt (1, 2). Mér céloztunk arra, hogy az ATR-rel indukalt
PF elsdsorban elektromos remodellinget idéz el6 (3).
Jelenlegi ismereteink birtokaban egyel6re nem tudjuk,
hogy az un. long-standing perzisztens és a permanens
PF okozta ,remodelling-formak” kdzétt milyen (mikro)
elektrofiziologiai és hisztopatologiai hasonl6sagok és
kaldnbségek vannak, de az nyilvanvalo, hogy az elekt-
roanatémiai atépulés (sejtszintli és szubcellularis) jel-
lemzdit nagymértékben befolyasolja a sziv-ér rendszeri
alapbetegség (8). Ami biztos: az ATR roéviditi az APD-t
(2. &bra) (4).

E jelenség hatterében elsésorban az L-tipusi Ca?'-
aram (I, ) downregulacidja all (9, 10), de fontos szere-
pe van az er6s6dé hattéraramként miikddd befelé egye-
niranyité K-dramnak (lx,) (11), valamint a permanens

PF

APD,,=159 ms

100 ms
Aram F6 alegység Gén
(fehérje)

o Ina « Nav1.5 VN SCN5A
60-70% 4 lcaL r_——f 40-60% | Oac 40-60% | CACNA1C
60-70% L lio L 40-50% 4 Kv4.3 30-60% 4 KCND3
40-50% L1y, A 50-60% | Kv1.5 <  KCNAS

S PO —— <  HERG < KCNH2
70-80% 1 lks — na. KvLQT1 70-80% T KCNQ1

100-140 % Ty == —100-140% T Kir2.1-2.3 100% T KCNJ2/12/4
50% VIKACh —— e — 50% I GIRK1/4 50%+ KCNJ3/5
n.a2.% | |k(ap) I na. Kir6.2 35% 4 KCNJ11
na. Inox = —~——————mmm— na. NCX1 60-70% T  NCX1

2. ABRA. A pitvari akciés potencialt létrehozé kationaramok emberi pitvarsejtekben sinusritmusban (SR) és pitvarfibrillacidban
(PF); ez az Un. ,ioncsatorna-remodelling”. Az aramok intenzitasénak szazalékban kifejezett valtozasa az dbra bal oldalan, az
ioncsatornékat alkoté f6 fehérje-alegységeké kézépen, a kédold géneké az dbra jobb oldalan lathatd. A piktogramok az drame-
résség akcids potencial alatti idSbeli véltozasat szemléltetik (a méretarany hozzévetdleges figyelembevételével). n.a. = nincs

irodalmi adat ([4] alapjan médositva; engedéllyel)
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PF-ben konstitutivan aktiv acetilkolin fuggé kalium-
aramnak (I, acn) (11, 12). Az ATR a Ca?"-homeosztazis
karositasa révén mindenkor rontja a pitvarok sziszto-
Iés/kontrakcios és diasztolés/relaxacids funkcidjat (13).
A pitvaruregtagulat tovabb ndveli a re-entry kdrok kelet-
kezésének valoszinlségét (nagyobb a rendelkezésre
allé endomiokardialis ,szivizomtertlet”, t6bb szimultan
funkcionalis re-entry keletkezésének adottak a feltéte-
véve, a patogenezisben a tag(uld) szivpitvarok tultel6-
dése, a vérrogképzddést elésegitd pangas (sztazis), a
mechanoreceptorokat serkentd falfeszllés (stretch), a
kamrak elégtelen (ver6é- és perctérfogatot csdkkentd)
telitédése és diasztolés diszfunkcioja, a pitvarmiikbdés
irregularitasara visszavezethetd pitvar-kamrai (elekt-
romos és mechanikai) aszinkrénia és még sok mas
(monografikusan részletezhetd) kértani tényezd jatszik
sinteraktiv’ szerepet (4). Jelen dolgozat célja az ,ion-
csatornaszint(” remodelling jellemzése.

Az ATR-ben bekovetkezd elektromos remodelling so-
ran jelentésen megvéltozik szamos transzmembran
ionaram tulajdonsaga, konduktancidja. Ez magaban
foglalja a sejtmembran biofizikai, kinetikai tulajdonsé-
gaiban bekovetkezd eltéréseket, de megvaltozhat a
kationcsatornak/ionaramok antiaritmias gyogyszerek
iranti érzékenysége, ami akar azt is jelentheti, hogy a
PF gyogyszer-rezisztenssé valik vagy éppen egy Uj,
pitvarspecifikus (kizarélag a pitvarizomzatban jelenlé-
v§ ioncsatornara hatd) agenssel az eddigieknél hatéa-
sosabban megeldézhetd és/vagy megszintethetd (3).
Szamos vizsgalat igazolta, hogy perzisztens PF-ban
tébb Na*- és K*-csatorna gatlé antiaritmikum hatasa, si-
nusritmust helyreallitd képessége gyengll (15, 16, 17),
ami azzal a régi klinikai megfigyeléssel is 6sszhang-
ban van, hogy minél koraibb a PF diagnézisa, annal na-
gyobb a farmakoldgiai kardioverzid sikeraranya (15).
Az eddig felvazoltak alapjan az ATR potencialis anti-
aritmias gyogyszercélpont (pharmacological target) le-
het. Ahhoz viszont, hogy Uj, az ATR megel6zésére és/
vagy megszintetésére alkalmas antiaritmias gyogysze-
reket fejlesszink ki, szlikség van olyan allatkisérletes
modellekre, amelyek alkalmasak az Uj gyégyszerjeldl-
tek ATR-re kifejtett hatdsénak preklinikai elemzésére.
Meglepd médon, a széleskdrien alkalmazott allatkisér-
letes modelleken (patkany, tengerimalac, nyul, kutya,
kecske) végzett munka soran szerzett tapasztalatok
és mérések jovoltabdl pontosabban ismerjik a human
pitvari ionaramokat (mint a kamraiakat). Tébb olyan
PF-modell Iétezik, amely alkalmas az ATR-re kifejtett
(gybgyszer)hatas(ok) vizsgalatara, jellemzésére. Ezek
Iényege, hogy a kisérleti allatok (kutya, kecske) szivét
viszonylag hosszu ideig nagy frekvenciaval mestersé-
gesen ingereljuk.

Kisérleteink célja a pitvari repolarizacioban és PF-ben
el6alld elektromos atépllésben (remodelling) szerepet
jatszé kalium-ionaramok (l-tranziens kifelé halado ka-
lium, l4-befelé egyeniranyitd kalium és | 5c,-acetilkolin

szenzitiv kdliumaram) tanulmanyozasa volt. Mérése-
inket SR-ben 1évd és gyors pitvari ingerléssel kivaltott
PF-ben szenvedd kutyakbdl izolalt pitvari szivizomsej-
teken végeztik.

Eszk6zok és médszerek

Kisérleti allatok

A kisérleteket him, 12-13 kg témegl Beagle kutyak szi-
vébdl izolalt pitvari szivizomsejteken végeztik. Az ex-
perimentaciot a Szegedi Tudomanyegyetem Munka-
helyi Allatkisérletes Bizottsaga (MAB) és a Csongrad
Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc Biztonsagi és
Allategészségiigyi lgazgatésaga engedélyezte (I-74-
6/2012 MAB ill. XI11/1211/2012 szamokon).

»rachypacelt” PF kutyamodell

Kisérleteinket a kordbbiakban leirt mdédszerek (14)
szerint végeztuk. Xylazin (indukcié: 1 mg/ttkg iv., fenn-
tarté adag 0,2 mg/ttkg iv. 20 percenként) és ketamin
(indukci6: 10 mg/ttkg iv., fenntarté dézis 2 mg/ttkg, iv.
20 percenként) anesztézia bevezetése utan az élla-
tok kétoldali szubkutén zsebbe helyezett pacemaker-t
(Logos, Karios; Biotronik Hungaria Kft.) helyeztink,
amelyeket a jobb kamraba és jobb pitvarba felvezetett,
majd rogzitett pacemaker-elektrodakhoz csatlakoztat-
tunk. Az allatokon az atrioventricularis (AV) csomo ra-
AV-blokkot hoztunk létre, hogy az elektromosan in-
gerelt pitvarok gyors (400/perc) elektromos mikodé-
sének/impulzusainak kamrakra val6 ,lefutasat” meg-
akadalyozzuk. Az allatokon a kamrai pacemaker altal
vezérelt szivfrekvenciat az adott allaton mdtét eldtt
mért normalis/nyugalmi szivfrekvenciara éllitottuk be
(x80-90/perc). A mitétet kdvetd hetedik napon a jobb
pitvari pacemakert, el6zetes ERP-mérés uan, bekap-
csoltuk, majd 400/perc frekvenciaval gyors jobb pitvari
ingerlést kezdtiink az elektromos remodelling Iétreho-
zasa céljabol, amelyet korabbi vizsgalataink szerint a
jobb pitvari ERP 80 ms-nal révidebb idétartama jel-
zett. A tartds és gyors pitvari elektrostimulacié okozta
elektromos remodelling dacéra az SR-kutyaban nem-
ritkéan helyredll; ilyenkor 800/perc frekvenciaval 10
masodperces pitvari ,burst” ingerléssel reindukaltuk
a PF-et. A pacemaker-ek miikédésének szabalyozésa
ICS 3000 Programmer (Biotronik Hungaria Kft.) segit-
ségével tortént.

Jobb pitvari szivizomsejtek izolalasa

A kutya jobb pitvari szivizomsejtjeinek izolalasat en-
zimatikus Uton végeztik. A kisérleti allatokat el6zetes
szedalas (xylazin, 1 mg/ttkg iv. és ketamin, 10 mg/ttkg
iv.) utdn pentobarbitallal (Sigma-Aldrich, 30 mg/ttkg iv)
(el)altattuk, majd a szivet jobb oldali lateralis thoracoto-
mia soran gyorsan eltavolitottuk. Az allatok a szivkivétel
el6tt 400 NE/kg Na-heparint kaptak. A sziveket 4 °C h6-
mérsékletl fiziologias tapoldatban atdblitettik. A jobb
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pitvar perfuzidjat a jobb arteria coronariaba vezetett
branilén keresztil végeztik 60 cm magas Langendorff
perfuzidés berendezésen. A jobb pitvart a kdvetkez6 ol-
datokkal perfundaltuk: 1 mM Ca?* és 1 ml heparint tar-
talmazé izolaciés oldattal (5 percig), Ca?*-mentes izola-
ciés oldattal (10 percig), Ca?*-mentes izolacids oldattal
(40 percig), amelyhez kollagenazt (Clostridium histoly-
ticum type 1, 0,54 mg/ml Sigma Chemical, St. Louis,
MO, USA), 0,1% BSA-t (bovine serum albumin fraction
V; Sigma Chemical), a 15. percben proteazt (type XIV,
0,05 mg/ml; Sigma Chemical) adtunk. Ezt kévetéen a
jobb pitvart levettik a berendezésrél, apré darabokra
vagtuk, és 1 mM Ca*, 1% BSA (bovine serum albumin
fraction V; Sigma Chemical) tartalmu oldatba helyez-
tik (15 percig pihentettik 37 °C-on). A szévetdarabo-
kat szuszpendaltuk és megkaptuk az egyeduli pitvari
szivizomsejteket. Az egész izolacios eljaras alatt az
oldatokat 100% O,-vel buborékoltattuk, g a hémérsék-
letet 37 °C-on tartottuk. A sejteket 10 percig Ulepitet-
tik, majd ezt kbvetben eltavolitottuk a fellluszot és friss
oldatot adtunk hozza. Ezt a folyamatot 3 alkalommal

megismételtik. A sejteket mérésig szobahémérsékle-
ten &llni hagytuk.
Az izolacié soran alkalmazott oldat (mM/l): NaCl: 135
KCI: 4,7, KH,PO,: 1,2, MgSO,: 1,2, HEPES: 10, glukdz:
10, taurin 20; NaHCO, 4,4; Na-piruvat; 5, pH 7,2 (Na-
OH-val beallitva).

Mérési eszk0zok, technikak

A sejteket Olympus IX51 tipusu inverz mikroszkép
asztalahoz régzitett szervfirdébe helyeztik, amit
normalis hémérsékletd, 36-37 °C-os Tyrode oldattal
(NaCl: 144 mM/I, KCI: 4,0 mM/I, NaH,PO,: 0,4 mM/I,
MgSQO,: 0,53 mM/I, HEPES: 5 mM/I, glikéz: 5,5 mM/I,
CaCl,:1,8 mM/I; pH 7,4 NaOH-val beallitva) aramol-
tattunk at (3. &bra). A 2,0-2,5 MQ ellenallasu patch
clamp mikropipettat a kévetkezd oldattal tolt6ttik fel
(mM/1): K-aszpartat: 100 mM/I, KCI: 45 mM/I, MgATP:
3 mM/l, MgCl,: 1 mM/I, EGTA: 10 mM/l, HEPES: 5
mM/Il (pH: 7,2, KOH-al beallitva). A membranaramo-
kat Axopatch 200B tipusu patch clamp erdsitével
(Molecular Devices; Union-City, USA), a patch clamp
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3. ABRA.3mM 4-aminopyridin (4-AP) érzékeny tranziens kifelé haladé kaliumaram (l,,) azonositasa akciés potencialszeri
(A-mezd) és négyszogletli (B-mezd) feszliltség-impulzus alkalmazéasaval kutyabdl izolalt jobb pitvari szivizomsejtekben.
Az alkalmazott fesziiltség-protokollokat az abran piktogrammal jeleztik
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4. ABRA. A-mez8. Eredeti |, dram-regisztratumok sinusritmusban (SR) lévé és pitvarfibrillalé (PF) kutyakbdl izollt pitvari
szivizomsejteken. Az dramot 0,33 Hz pulzusfrekvencia mellett négyszogjel formajd, 300 ms idétartamd, —20 mV-tél 50 mV-ig
terjedd depolarizalé fesziilttségimpulzusokkal aktivaltuk. B-mez8. |, dram-fesziiltség (I-V) karakterisztika SR-os és PF-es kutyak-

bdl izolalt pitvarsejteken (n=11-11, p=ns)

meértuk. A sejtek kapacitasat 10 mV-os hiperpolariza-
16 pulzus segitségével, —90 mV holding potencialrél
(az a potencialérték, amelyen a sejtet két egymast kd-
vetd feszultséglépcsé utan tartjuk) hataroztuk meg. A
mérések folyaman a 4-8 MQ-os ellenallast 50-80%-
ig kompenzaltuk. Azoknak a kisérleteknek az ered-
ményeit, ahol a soros ellendllds a mérés folyaman
jelentésen megemelkedett, kihagytuk az értékelés-
bdl. A membranaramokat 333 Hz-es szoftvervezérelt
(Axon pClamp 10.3) analég-digitalis kartya (Digida-
ta 1440, Molecular Devices) segitségével digitalisan
meértik, és rdgzitettik. Az aramméréseket ugyana-
zon szoftver segitségével (Axon pClamp 10.3) érté-
keltik. A kisérleteket fiziologids hémérsékleten (37
°C) végeztuk.

A mérések soran a kildnb6z6 dramokat szelektiv gatlé-
szereik segitségével azonositottuk, illetve gatoltuk. Az
alkalmazott gatloszerek:

1. Nisoldipin, 1uM — I_,-aram-blokkold.

2. Dofetilid, 0,1 yM — I ,-aram-blokkol6.

3. HMR 1556, 0,5 yM — | ,-aram-blokkolé.

4. Tertiapin, 10 nM — I pc,-8ram-blokkolo.

5. 4-aminopyridin (4-AP) — I,-dram-blokkolo.

Statisztika

Az adatok (atlag+tSEM) statisztikai elemzése egymin-
tas Student t-probaval tortént. A p-értéket akkor tekin-
tettlk szignifikansnak, ha értéke kisebb volt, mint 0,05.

Eredmények

Tranziens kifelé halad6 kaliumaram (1,.)

A tranziens kifelé haladd kaliumaramot két kisérletes
protokoll segitségével is megvizsgaltuk. Elészér egy,
az aram kinetikai paramétereit jobban modellezé, un.
akcibds potencialszerl protokollal mértiuk. Az |, ,-aramot
magas koncentracioju 4-aminopyridin (3 mM 4-AP)
gatlészerével azonositottuk. igy az aramot a kontroll-
kordlmények (3. A 4bra, bal felsé mezd) és a gatloszer
utan (3. A abra bal als6 mez®) regisztralt aramgoérbék
kilonbségekeént (3. A dbra jobb oldali mez8) hataroztuk
meg.

Az |-t a szokasos négyszdgpulzusokkal aktivalt dram-
ként is megvizsgaltuk. Ennek soran az Il,-aramot
0,33 Hz pulzusfrekvencia mellett négyszogjel formaju
300 ms id6tartamu depolarizal6 feszlltségimpulzusok-
kal aktivaltuk, és a —20 mV-tél 50 mV-ig terjed6 poten-
cialtartomanyt vizsgaltuk.

A holding potencial (HP) —90 mV volt (3. B 4bra és 4.A
abra, fels® panel). A kontrollmérések soran egy gyorsan
aktivalodo és igen nagy amplitudéju |l -aramot (mint-
egy 14-15 pA/pF) regisztraltunk. Ezutan 3 mM 4-ami-
nopyridint adtunk az oldathoz. Azt tapasztaltuk, hogy a
3 mM 4-AP, az eddig publikalt adatoknak megfelel6-
en, telies mértékben gatolta az I,,-aramot (3. B &bra).
A Kkontroll és az anyag hatasa utani mérés kilénbsé-
gébdl megkaptuk a 4-aminopiridin-érzékeny aramot.
Ezutan megvizsgaltuk az | -aramot pitvarfibrillalé (PF)
kutyakbol izolalt pitvarsejtekben is (4. A &bra). Megal-
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lapitottuk, hogy az |, ,-aram nagységa, ha kismértékben
is, de csokkent (,downregulalédott”). Ez a kilénbség
nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak (4. A és 4.
B abrak).

Megvizsgaltuk az |-aram inaktivaciojat ,SR- és ,PF-
sejteken” egyarant. A pitvarsejtekben az | -aram ki-
netikaja legjobban kétkomponensi (egy gyors és egy
lassabb id6allandoju), exponencialis fliggvénnyel volt a
legtokéletesebben illeszthetd (5. abra).

Kutya kamrai szivizomsejtjeiben jelen van egy rendki-
vil gyors (mintegy 10-12 ms id6éallandoju) |,-kompo-
nens, viszont a pitvarsejtekben mért lassu(bb) kinetika-
ju idéallandé (mintegy 120-150 ms) jelentésen lassubb
volt, mint amit korabban kutyabdl izolalt kamrai myocy-
tdkon mértink (+20 mV-on mérve mintegy mintegy
20-30 ms) (18) ). A ,PF-sejtekben” is két exponencia-
lis kinetikaju volt az I -aram inaktivacidja viszont mind
a gyors, mint a lassu kinetikaju komponens konstans
szignifikans mértékben lassult (5. abra és 1. tablazat).
Az illesztések eredményeit (amplitudok és inaktivacios
allanddk) az 1. tdblazat foglalja 6ssze.

A befelé egyeniranyitd kaliumaram (l,)

A befelé egyeniranyitd kaliumaramot a rutinszer( mik-
roelektrofiziologiai vizsgalatokban megszokott médon
vizsgaltuk. Az I ,-aramot —90 mV holding potencialrél
0,33 Hz pulzusfrekvencia mellett 300 ms id&tartamu
depolarizalé6 négyszdgimpulzusokkal aktivaltuk, és a
pulzus végén nem inaktivalodoé aramként (I, un. ,ste-

SR

Ampgyors, T

/

gyors

Amplassn.'l, Tlassu

100 ms

ady-state” aram) hataroztuk meg (6. A abra, szaggatott
vonalakkal jelzett terllet).

A 6. A &bréan is (bal oldali eredeti regisztratum-felvéte-
lek), de a kisérleteket 6sszesitd aramfesziiltség karak-
terisztikakon (6. B &bra, felsd panel) is jol lathato, hogy
a pitvari l-aram ,PF-kutyamodellinkben” er6sédik
(,upregulalodik”), de a névekedés a pitvari akcios po-
tenciélt meghatérozé feszultségtartomanyban (—80 mV
és 20 mV kozott) nem kildnbdzik statisztikailag szig-
nifikansan az ,SR- és PF-, cardiomyocytakban (6. &bra
jobb alsé panel).

Az acetilkolin-fiigg6 kaliumaram (I,,ACh)

Az g ach Kaliumaram fiziologias kértilmenyek kozott
csak a bolygoideg stimulacidja alatt aktiv. Ezért az ara-
mot a kolinerg agonista carbachol (2 yM) segitségével
aktivaltuk. Az aramot egy flirészfog (ramp) fesziltség-
protokoll segitségével tanulmanyoztuk. SR-sejtekben
kolinerg aktivacio nélkil mind befelé (inward), mind
kifelé halad6 (outward) iranyban viszonylag alacsony
amplitidoju aramot mértink (7. dbra). Amennyiben a
tapoldathoz hozzaadtunk 2 yM carbacholt, az aram
nagysaga mind inward, mint az outward iranyban jelen-
tésen megnétt (7. abra).

Az igy aktivalodott aramot a szelektiv Iy xc,-gatlonak
tartott tertiapin (10 nM) jelentés mértékben gatolta (7.
abra). ,PF-sejtekben” minden elézetes aktivacié nélkul
jelentds, konstitutivan aktiv Iy 5c,-aramot mértink, ame-
lyet a tertiapin 26%-ban gatolt (7. abra, k6zépsé mezdk).

PF

Ampgyors, T

o

gyors

Amplassﬂ, Tlassa

Levenberg-Marquardt
Két-exponencialis illesztés

fO=s4e % 1C
i=1

5. ABRA. |,,-4ram inaktivéciés kinetikaja izolalt SR és PF kutya pitvari szivizomsejteken kettSs exponencidlis

Levenberg—Marquardt-féle egyenlettel illesztve

1. TABLAZAT. Az | .-4ram gyors és lassii komponensének inaktivaciés &llanddi (r) és a hozzétartozé amplitiddk (Amp) 20 mV-os
fesziiltségnél mérve izolalt ,SR- és PF-kutya” pitvari szivizomsejtjein

Paraméter Tgyors (ms) Tlassu (ms) Ampgyors (pAIpF) Amplasst’l (pAIpF)
SR (n=10) 11,70+0,76 121,948,82 5,80+0,61 2,32+0,38
PF (n=11) 17,83+2,97 179,2+25,42 4,22+.0,7 2,71+0,35
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6. ABRA. A-mez8. Eredeti | ;-aram regisztratumok sinusritmusos (SR) és pitvarfibrillalé (PF) kutyakbdl izolalt pitvari szivizomsej-
teken. B-mez6. I-dram-fesziittség (I-V) karakterisztika ,SR- és PF-,, kutya pitvari sejteken (n=9-9; p=ns)

Ezzel igazoltuk kutyabdl izolalt szivizomsejteken is azt
a korabbi megfigyelést, hogy huméan permanens PF-
ben szenvedd betegekben jelen van egy ligand flgget-
len konstitutiv I scn-aram is, amely feltehetdleg jelents
mértékben hozzajarul a human pitvari elektrofizioldgi-
ai remodellinghez (12). Ha a ,PF-sejteket” carbachollal
kezeltlk, a konstitutiv I, scp-ionaramon kivil egy masik,
szintén tertiapin-szenzitiv, de ligandfliggd Iy ach-iona-
ram jelent meg (7. abra, jobb oldali mezgk).

Megbeszélés

Tranziens Kkifelé haladdé kaliumaram (1,.)

Kisérletes eredményeink egyértelmlen igazoljak egy
jelentds (mintegy 14-15 pA/pF) amplitudéju tranziens
kifelé haladé kaliumaram jelenlétét kutya pitvari szi-
vizomsejtjeiben. Ennek az dramnak a jelenléte okozza
a pitvarsejtek akcios potencialjara nagyon jellemzd spi-
ke and dome-konfiguraciot is (2. bra; SR pitvari sejt
akcios potencial). A kisérletesen eldidézett PF-t6l suj-
tott kutyak szivébdl izolalt myocytdkban hasonlé mé-
retd l,-dramot mértink. Ez a medfigyelés jelentésen
eltér a PF-ben szenvedd paciensek pitvari szivizom-
sejt-mintaiban mért eredményektdl: emberben az |
nativ aramnak mind a sir(isége, mind az dramot alkoto

fehérje és a kddol6 mMRNS-szintjei jelentésen mérsék-
I6dnek (,downregulalédnak”). Ezen kilénbség (ember
vs. kutya) okat nem tudjuk. Egy korabbi, a miénkhez
hasonlé kutyamodellben, 6 hétig folyamatosan fenn-
tartott gyors szivingerléssel kivaltott PF-es allatrokbdl
izolalt szivizomsejteken kimutattak az I,-aramot meg-
Az emlitett vizsgalatban nem mértek kdzvetlenul nativ
l,-aramot, és mint tudjuk, az l,-aram tébb pdrusfor-
malé a-alegység (Kv4.2, Kv4.3 és Kv1.4) és kiegészi-
t6 R-alegység (KChIP2, miRP1 stb.) koexpressziojabdl
all 6ssze (20). Természetesen az a lehetéség sem ki-
zart, hogy az altalunk alkalmazott 4-6 hétig fénntartott
gyors szivingerlés (400/min) nem elégséges az |, ,-aram
human krénikus vagy permanens PF-ben észlelhetd
rés oka egyszerlen species kulénbség.

Az | -aram inaktivacios kinetikajat kétexponencialis
fuggvénnyel illesztettik. Méréseink eredménye alapjan
az l,-aram kinetikaja egy gyors (t~12 ms) és egy las-
subb (7~122-150 ms) komponensbél tevédik 6ssze. Ez
jelentdsen eltér a kamrai szivizomsejtekben kimutatott
aramkinetikai értékektdl, ahol a gyors kinetika allandéja
hasonlé a pitvaréhoz (z~4-5 ms), de a lassu dsszetevd
jelentdsen gyorsabb (7~20-25 ms), mint a pitvari érték
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7. ABRA. Az | po,-éram SR-ben 16v3 és pitvarfibrillalé (PF) kutyabdl izolalt pitvarsejtekben. -100 mV-rél 40 mV-ra depolarizélé
flirészfogszeri (ramp) protokollt alkalmaztunk. Az | ,c,-dramot a kolinerg agonista carbachollal (2 uM) aktivaltuk és tertiapinnal
(10 nM) blokkoltuk. Az oszlopdiagramok a -100 mV-on (inward tartomany, kézépsé sor), illetve -10 mV-on (outward tartomany,
alsé sor) mért I s-aramok amplitidéjat demonstraljak. Alul szemléltettiik az alkalmazott flrészfogszer( (ramp) protokollt.

(18). Ebbél a megfigyelésbdl arra a fontos kévetkez-
tetésre juthatunk, hogy pitvaron az I,-4&ram nemcsak
a korai 1. fazis repolarizaciét determindlja, hanem a
mintegy 100-150 ms hosszu lassu komponens(e) révén
szerepet jatszhat a pitvarsejtek késdbbi repolarizaci-
Ojaban. A pitvarfibrillalo kutyak l,-ja szintén két expo-
nencialis fuggvénnyel illeszthet6. Mindkét komponens
id6éallanddja valamelyest lassubb lett, ami részlegesen
hozzajarulhat a pitvari akciés potencial remodellinghez.

Befelé egyeniranyitd kaliumaram (l,)
vizsgalata

A befelé egyeniranyité kaliumaram legfontosabb sze-
repe a késdi repolarizacid utani fazisban a membran-
potencidl helyreallitasa (21), de Uujabb tanulmanyok
kimutattak, hogy kézvetlen szerepe lehet az akcios po-
tencial 3. fazisanak alakitasaban, azaz a késdi repola-
rizacidban is (22). Eredményeink alapjan az ly-aram
egyarant jelen van az SR-ben és kisérletesen indukalt
,PF-es kutydk pitvari myocytaiban. Utdbbiban (ti. PF-
ben) az l,-aram enyhén erésodik (,upregulalodik™), ami
hasonlé a human kroénikus ,,PF-sejtekben” mért adatok-
kal (11), amelyek arrol tanuskodnak, hogy az Iy -aram

denzitasa, és az aram karakterisztikumai meghataro-
z6 fehérje és mRNS-szintek egyarant er6sédnek (,up-
regulalédnak”). Erdemes megjegyezni, hogy kisérlete-
inkben az I -aram slr(iségének névekedése a pitvari
akcios potencialt meghatarozé fesziltségtartomanyban
(=80 mV és 20 mV kdzétt) nem kuldnbozik statisztikai-
lag szignifikdns modon az ,SR-es és PF-es” kutyakbdl
izolalt pitvari myocytakban (—80 mV és 20 mV kozott)
(6. &bra also panel).

Az acetilkolin-fliiggo6 kaliumaram (I ...)

Pitvari szivizomsejtekben létezik egy specialis hattér
egyeniranyité kaliumaram, amely nem expresszalddik
a kamrasejtekben. Ez az acetilkolin szenzitiv kaliuma-
ram, az lg ach (23). A n. vagus (paraszimpatikus)-izga-
lom kapcsan felszabadul6 acetilkolin (ACh) stimulalja a
muszkarin-receptorokat és azok aktivaljak az Iy ,c,-ara-
mot (24). Eddigi ismereteink szerint az l,c,-aram a
ligand stimulacidja nélkdl inaktiv. Kéztudott, hogy az
extrinszik és intrinszik vegetativ (autoném, szimpati-
kus/paraszimpatikus) idegrendszer dént6 mértékben
hozzgjarul a PF kialakulasahoz és/vagy fennmarada-
sahoz. Tudjuk, hogy a bolygoideg-izgalom hatasara a

G37



@ Cardiologia Hungarica

Kohajda és munkatarsai: Repolarizal6 kaliumaramok tulajdonsagainak vizsgalata

pitvari APD és ERP révdul, és az ACh egyenlétlen fel-
szabadulasa miatt (is) ndvekszik a pitvari repolarizacio
diszperzidja/inhomogenitasa (25). A paraszimpatikus
izgalom arrhythmogen ,taptalaja” a re-entry-rotorok ke-
letkezésének és a PF fellépésének (1, 26), amely gyak-
ran el6fordul a klinikai gyakorlatban az un. vagoténias/
Coumel-tipusu PF-ben (27, 28). Természetesen fel-
vet6dd kérdés, hogy a vagus-izgalomtdl (alvas, posz-
tprandialis allapot stb.) indukalt PF kialakuldsaban az
I ach-@ram intenzitasanak valtozasa, ,remodellingje” is
szerepet jatszik. Dobrev és munkatarsai 2001-ben ki-

lca €résségének csdkkenésével magyaraztak az ATR-t
(11). Késbbb ugyanez a munkacsoport kimutatta, hogy
ATR soran nem csupan az |, -aram expresszidja csok-
ken, hanem, egyeldre részleteiben még nem teljesen
tisztazott foszforil4cids-szignalizaciés mechanizmus
kapcsan (29) permanens PF-ben az Iy ,c,-Csatornak,
elézetes ligand-stimulacié nélkul, ,konstitutivan” nyit-
va maradnak (12, 30). Ez egy meglep6 eredmény volt,
mert ez volt az elsé olyan vizsgalat, amely igazolta,
hogy az I ach-Csatornak elézetes ligand-stimulacio nél-
kil is képesek aktiv aram-atvitelre specialis aritmiafor-
ma(k)ban (pl. permanens PF-ben). Ez a konstitutivan
aktiv Iy ach-@ram tehat hozzajarul az PF-re jellemzd ro-
vid és haromszégesitett (,trianguléris”) APD-morfolégi-
ahoz (lasd 2. &bra) (PF pitvari szivizomsejt akcios po-
tencidl), és vélhetben szerepet jatszik a pitvari re-entry
tipusu aritmogenezisben (12). A pitvarspecifikus (csak
a pitvarizomzatban jelenlévd) l,cn-gatlas (pl. tertiapin-
nal) nem okoz kamrai repolarizacié megnyulast, igy va-
I6szind, hogy nem varhaté olyan proaritmias mellékha-
tas (Torsades de Pointes kamrai tachycardia), amilyet a
jelenleg (egyre ritkédbban) hasznélt ,klasszikus” I,-gat-
16k (pl. dofetilid) okoznak (31). Ennek megfeleléen tébb-
szor felvetdddtt a hipotézis, hogy ezen konstitutivan
aktiv I acn-@ramnak a szelektiv inhibltorai idealis pit-
varspecifikus antiaritmids hatasu gydgyszerek lehetné-
nek, amelyek alkalmasak a paraszimpatikus izgalomtél
zist igazoland6 szamos gyodgyszerjeldltet prébaltak ki
kilonféle allatkisérletes modellekben, és az el6zetes
eredmények biztatdak (32, 33).

Jelen kisérleteinkben igazoltuk a konstitutiv I scp-aram
jelenlétét (amint ez a 7. abra k6zépsé mezéiben lat-
haté). A ,PF-cardiomyocytakban” a kolinerg agonista
carbachol jelenléte nélkul is identifikalhaté egy tertia-
pin-szenzitiv aramkomponens (piros gorbe és oszlo-
pok), mind az inward (—100 mV-on), mind az outward
tartomanyban (—10 mV-on). Ez bizonyitja, hogy az
I acn-@ram ligandfuggetlen (acetilkolin hijan is miikédo)
tipusa is ,konstitutivan” jelen vant a ,PF-es” kutyakbdl
izolalt pitvarizomsejtekben. Hozza kell tenni, hogy ez
az aram nagyon alacsony denzitasu, kulénésen out-
ward iranyban, ezért megkérddjelezhetd, hogy a kons-

titutiv 1y ocn-@ram elég ,er6s”-e, hogy 6nmagaban is
kivaltsa a PF-re jellemz6 elektromos remodellinget (a
markans pitvari ERP- és APD-révidulést).

Jelen kisérleteink alapjan megengedhetének latszik
egy Uj hipotézis kdorvonalazasa. A paraszimpatikus
(alap)tébnus magatdl értédéen normalis kdérilmények
kdzott is mindig jelen van. A vagus-rostoktol/ACh-tol
stimulalt I »cn-aram tehat folyamatosan és mindig jelen
van a pitvari szivizomsejtekben, amelyhez hozzaadéd-
hat a konstitutivan aktivalt I »c,-aram. Utobbi ,atipu-
sos” ionaramnak szerepe lehet a PF allandésulasaban
a permanens tipus kialakulasaban. A 7. bra jobb oldali
mezb6iben bemutatott kisérletek valéban azt igazoljak,
hogy amennyiben a pitvari remodellingel rendelkezé
kutyakbdl izolélt myocytdkat elézetesen carbachollal
aktivaltuk, az igy létrehozott aram (amely a konstitutiv
és carbachollal indukalt a Iy ,c,-aramot egyarant tartal-
mazza, kuléndésen outward irdnyban mar elegendden
nagy (7. abra, jobb alsé panel), hogy a tertiapin blokko-
lasa is szignifikansan nagyobb dramkomponens jelen-
|étét igazolja. Ez az aram, mar kell8en erés lehet, hogy
hozzajaruljon az PF-re jellemzd triangularis és rovid
APD-hez.

E hipotézist igazolandd, a koézelmultban Juhasz és
munkatarsai kimutattak, hogy a tertiapin képes volt ki-
védeni a gyors pitvari szivingerléssel kivaltott pitvari
elektromos remodelling talajan kialakuld kisérletes PF-
et kutydkban (34). Tovabbi human vizsgalatok szlksé-
gesek annak igazolasara, hogy az Ik xc, gatlasa klinikai
kortulmények kdzott is hasznosithato lesz-e a PF meg-
elézésében, megszintetésében és/vagy allandosula-
sanak profilaxisaban.

Kovetkeztetések

A pitvari | ,-aram a lassu inaktivacios kinetika miatt a pit-
vari szivizomsejtekben jelentésebb mértékben hozza-
jarulhat a késdi repolarizacidohoz, mint amilyet a kamrai
szivizomsejtekben kimutattak. Az |, ,-aram kutyamodel-
linkben a human adatokkal ellentétben, csak kis mér-
tékben ,downregulalédott” PF-ben, viszont inaktivacios
kinetikaja szignifikdnsan lassult.

A konstitutiv I, o, megjelenése bizonyitja, hogy PF-ku-
tyamodelllinkben a pitvari elektromos remodelling kia-
lakult. A ligandfiiggé és konstitutivan aktiv Iy xc,-aramok
egyulttesen feltehetéen fontos szerepet jatszanak (leg-
alabbis kutyaban) az PF-re jellemzd haromszdg alaku,
a fiziol6giasnal is révidebb akciospotencial-jelforma ki-
alakitasaban.
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