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A beszamolo keészitesekor elsésorban a project megvalositdsa soran mar publikalt
adatainkbdl és eredményeinkbdl levonhatd kovetkeztetéseinket részletezem, mintegy
szintetizalva az egyes publikaciok eredményeit. A konkrét adatok megtalalhatoak a
kdzleményekben és a részjelentésekben.

A project célja az volt, hogy egészseges adult humén és embrionalis kamrali
preparatumokon immunbiokémiai ill. immunhisztokémiai mddszerekkel, voltage-
clamp, akciés potencial clamp technikékkal feltérképezziik a felszini membran
legfontosabb ioncsatornait és azok regionalis eltéreseit. A kisérleteket kutya
szivizomsejteken is elvégeztiik, mert a human szivizommintak korlatozott hozzaférese
miatt egy, a human szivizom elektrofiziologiai tulajdonsagaihoz leginkabb hasonlito
allatmodellt is kerestlink.

1. A human embrionalis szivizommintakkal vegzett kisérletek soran el6szor mintak
gyujtottink a késébbi molekularis bioldgiai vizsgalatokhoz. Korabban hasonld
méréseket senki nem végzett még, igy magunknak kellett a molekularis biologiai
modszereket huméan embriondlis szivizomra applikalnunk. Elektrofiziologiai
méréseink soran megallapitottuk, hogy a human embrionalis szivizoméssejtek
spontdn aktivitassal rendelkeznek. A spontdn akcios potencialok idétartama
szignifikdnsan hosszabb, az akcios potencial felszallo szaranak meredeksége pedig
szignifikansan kisebb mint az adult szivizomé. Spontan aktivitissal a nodélis
szovetek rendelkeznek adult sziven. Nodalis sejteken a spontan diasztolés
depoarizacioert a hiperpolarizciora aktivalodé u.n. "“funny current” (lf) mig az
akcios potencial felszallo szaranak kialakitaséért a kalcium ionok felelések.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy huméan embrionalis szivizoméssejteken az
akcios potencidlok felszall6 szaraért a tetrodotoxin-szenzitiv, fesziltség-fuggo
natrium csatornék felelések (Ina). A huméan embrionélis szivizomossejtek spontan
aktivitasaért az I+ mellett elengedhetetlen Iy, miikédese.

2. Minthogy az ontogenetikai vizsgalatokban referenciaként felnéttbol szaramazé
szivizomszOvetet hasznaltunk, elvégeztik a felnétt szivizom ioncsatornainak
molekularis bioldgiai karakterizalasat egészséges huméan és kutya szivizomban.
Ezen vizsgalatok keretében a human és kutya szivizom eltéré régidibdl szarmazo
ioncsatorna megoszlasait hasonlitottuk dssze. Az enzimatikus sejtizolalds sorén
ezert elkilonitve kezeltiik a balkamra régioit.

Els6 lépésként Western blot technikaval sikeresen kimutattuk humén és kutya

szivizomban az alabbi csatornaproteineket: Kv4.3, KChip2, MiRP1, KvLQT1,

MinK, alC, Kir2.1, Kvl.4, HERG.

a; A human és kutya mid- és epi-kardialis sejtek vizsgalata soran az alabbiakat
allapitottuk meg: Western blot technikdval kimutattuk, hogy a human és a
kutya epikardialis sejteken tébb KChip2, KvLQT1, MinK, Kv1.4 és Kv4.3
protein expresszalodik mint midmiokardialis sejteken, ugyanakkor a Nav1.5 és
MinK expresszioja a midmiokardialis sejteken volt szignifikdnsan magasabb.
Nem talaltunk eltérést MiRP1, al1C, Kir2.1, HERG proteinek expresszidjaban
a szivizom rétegei kdzott. Hasonld eredmenyt kaptunk human szivizom esetén
is, Kivéve, hogy a human mintdkban a HERG proteinek expresszioja
szignifikdnsan nagyobb volt az epikardialis sejteken. Az elektrofizioldgiai



méresek soran megallapitottuk, hogy midmiokardialis sejteken az akcios
potencial idétartama szignifikansan hosszabb, a felszalld szar szignifikansan
meredekebb mint epikardialis sejteken, ugyanakkor a phase-1 repolarizacio
kifejezettebb az epikardialis sejteken. Az iondram denzitasok jol magyardzzak
a tapasztalt akcidés potencidl eltéréseket, nevezetesen, a phase-1
repolarizéacidért felelés tranziens kifelé iranyuld kalium aram (ly,) amplitidoja
és a kesoi repolarizacioért felelés kesoi egyeniranyitd kalium aram lassu
komponensének amplitudoja (Iks) epikardialis sejteken szignifikdnsan nagyobb
volt, mint midmiokardialis sejteken.

Az epi- eés mid-miokardialis sejteken mért iondram denzitasokat a
csatornafehérje menyiség fuggvényében abrazolva a pontok egy egyenes
mentén helyezkednek el. Ez azt jelenti, hogy a két paraméter szoros korrelaciot
mutat mind human, mind kutya szivizomsejteken.

b; A fennti eredményeinket figyelembe véve az apiko-bazalis ioncsatorna
inhomogenitas vizsgalata soran a sejtek kamrafal k6zépso rétegébdl izolaltuk.
Western blot technikdval kimutattuk, hogy a huméan és a kutya apikélis
sejteken tobb Kv1.4, Kv4.3, KChip2, KvLQT1, MinK, protein expresszalddik
mint a bazalis sejteken. A tdbbi ioncsatornafehérje expresszidjaban nem
talaltunk szignifikans eltérést. Az ionarammérések soran megallapitottuk, hogy
az apikalis sejteken szignifikansan nagyobb a tranziens kifelé iranyuld kalium
aram (lyp) és a késoi egyeniranyitd kalium aram lassu komponensének (lks)
amplitudoja. A késéi egyenirdnyitd k&lium aram gyors komponensének (lk:),
az L-tipust kalcium aram (lc,) és a befelé egyeniranyitd kalium aram (lk)
amplitadoéjaban nem taldltunk szignifikans eltérést az apikalis es bazalis sejtek
kozott. Az iondrammeérésekkel dsszhangban, az apikalis sejtekrél elvezetett
akciés potencialok idétartama szignifikansan rovidebbnek bizonyult,
ugyanakkor a phase-1 repolarizaci6 mértéke nagyobb volt mint bazalis
sejteken. Az apikalis és a bazalis szivizomsejteken az elektrofizioldgiai
paraméterek jol korrelalnak a fehérjemeghatarozasok eredmenyeivel.

Egymassal Osszevetve a human és a kutya szivizomsejteken kapott eredményeket

megallapitottuk, hogy a HERG proteint kivéve, az epi- és mid-miokardialis sejtek és a

bazalis és apikalis sejtek kdzotti ioncsatorna inhomogenitas megegyezik a human és

kutya szivizomsejteken. Ez alapjan elmondhatjuk, hogy a kutya szivizom
elektrofizioldgiai sajatsagok tekintetében jo modellje a human szivizomnak.

3. A tovabbiakban vizsgaltuk a gyors fesziltség-fiiggé narium csatorna (Ina) késoi
aramkomponense es az akcios potencial morfoldgiaja kozotti Gsszefliggest,
valamint a késéi egyeniranyitd kalium aram lassu komponensének (lxs) szerepét
az akcids potencidl repolarizaciojaban fizioldgias és patologias korilmények
kozott.

a; Megallapitottuk, hogy mind a vad tipust hH1a mind az N1325S és deltakPQ
muténs natrium csatorndk esetében megfigyelhet6 volt a késéi natrium aram
jelenléte az akcios potencial platé fazisa alatt. A késéi aramkomponens
amplitadéja jol korreldl az akcios potencal felszallé szaranak kialakitasaban
résztvevé natriumaram (korai aram) amplitudojaval. U.n. rampa parancsjelek
alkalmazasaval igazoltuk, hogy az akcios potencial terjedése soran létezik egy
optimalis depolarizacidés sebesség az egyes csatornak esetében, amely
meredekség esetén mind a korai mind a kés6i &ram amplitddok a
legnagyobbak.

b; A késéi egyeniranyitd kalium aram lassi komponensének (lxs) az akcids
potencial repolarizacidjdban bet6tltott szerepérél sorra ellentmondasos



kozlemények jelentek meg az irodalomban. Kisérleteinkkel sikertlt kideriteni
ezen ellentmondésok okat. Olyan kisérleti kortilményeket alakitottunk ki,
amelyben megvaltoztattuk szivizomsejteken az akcids potencial platdjanak
amplitudoéjat agy, hogy kozben nem valtozott szignifikdnsan az akcios
potencial idétartama (APD-95). Ezt 2 nM izoproterenollal, vagy depolarizalo
aramimpulzusok injektalasaval értiik el. llyen kérimények kozott az Ixs gatlo
chromanol 293B (10 pM) szignifikdnsan nydjtotta az akcios potencidl
idétartamat. A chromanol 293B nyujto hatasa egyenesen aranyosnak bizonyult
a platd amplitddojaval. Bizonyitottuk, hogy az irodalomban kozolt
ellentmondasos adatoknak az az oka, hogy a szerz6k nem egyforma plat6
amplitaddval rendelkezé akcids potencialokon tanulmanyoztak az lxs szerepét.

4. Tanulmanyoztuk a miokardialis ioncsatornak drogérzékenységét. Ennek keretén
belil vizsgaltuk az Ixs aktivator mefénsav és L-364,373 molekula hatasait,
valamint egy, a kdzponti idegrendszerben ismert hatasu készitmény, a norfluoxetin
hatasait az Ic, €s Iy, csatornékra.

a; A norfluoxetin vizsgélata sordn megallapitottuk, hogy a szer szignifikansan

csokkentette a Ic, és az Iy, amplitadéjat. Megvaltoztatta mindkét aram steady
state aktivacidjdnak a feszlltsegfiiggését. A norfluoxetin szignifikansan
roviditette az akcids potencial idétartamat amit jol magyardznak az
ioncsatornékon feltart tulajdonségai.

Miutan egyértelmtien bizonyitottuk az Ixs Szerepét az akcios potencial
repolarizaciojaban, tanulményoztuk az lgs aktivator mefénsav és L-364,373
molekula hatasait. Az Ixs aktivatorok alkalmazasanak elsésorban a QT
intervallum megnyuléséval jaré6 korképekben lehet terdpids szerepe.
Megallapitottuk, hogy a non-steroid gyulladasgatlé mefénsav (100 pM)
szignifikdnsan ndvelte az Ixs amplitidéjat. Az L-364,373 egy napjainkban
kifejlesztett Ixs aktivator. Ez a molekula tengerimalac szivizmon 0,1-1,0 uM
koncentraciokban mintegy 5-10 szeresére novelte az Ixs-t. A human szivizom
elektorfiziologiai sajatsagaihoz leginkabb hasonlité kutya szivizmon, 1-3 uM
koncentracidban, az L-364,373 molekula nem volt hatassal az IKS
amplitadéjara. Eredményeink jol példazzak, hogy az egyes szerek kardialis
hatasai speciesz-fliggéek lehetnek, ezért elengedhetetlen azok tesztelése human
mintakon, illetve human szivizom megfelelé modelljén.



