Részletes szakmai beszamolo

A jelen kutatas célja a repolarizald kalium aramok, elsésorban a tranziens kifelé
haladé kalium aram (l,) kamrai repolarizacidban betdltott szerepének tanulmanyozasa volt.
Legfrissebb informaciok szerint a specifikus lxs gatldonak tartott chromanol 293B a késéi
egyeniranyitd kalium aram lassu komponensén (lxs) kivil blokkolja az Ii,-t is . Ez lehet6séget
adna annak tanulmanyozasara, hogy az |, gatldasa miképpen befolyasolja a kamrai
repolarizaciot. Specifikus Igs gatldé (HMR-1556 vagy L-735,821) jelenlétében az akcids
potencialban chromanol 293B hatasara bekovetkez6 valtozasok ugyanis az |, blokk hatasat
tukroznék. A kutatasi terv keretében meg kivantuk vizsgalni, hogy befolyasol-e az |, és a lks
aramokon kivil mas kalium aramot a chromanol 293B? Tanulmanyozni kivantuk, hogy az |y,
ionaram gatlasa (100 uM chromanol 293B) hogyan befolyasolja a kamrai szivizom
repolarizaciojat kutya endokardialis és epikardidlis preparatumokon. Meg kivantuk vizsgalni
az l, aram kinetikai tulajdonsagait és amplitudoviszonyait is, amelyek valaszt adhatnak arra,
hogy van-e jelent6s szerepe az |, lassan inaktivalodd fazisanak az akcids potencial

repolarizaciojaban.

MODSZEREK

Intracellularis mikroelektrod technika

Az allatokat 30 mg/kg intravénas natrium pentobarbitallal altattuk, sziviket lateralis
thoracotomian keresztll gyorsan kimetszettik, majd azonnal oxigenizalt Tyrode tapoldatba
helyeztik. A szivek jobb kamraibdél epikardialis preparatumokat illetve papillaris izmokat
preparaltunk ki, s ezeket egy korllbelll 50 ml-es szervfurddébe helyeztuk. A készitményeket
ingerlével, 1000 ms ciklushosszu, 2 ms széles, a foldtél izolalt impulzusokkal ingereltik
bipolaris platina elektrédok segitségével. A kisérletek kezdetét legalabb egy oras "beallasi"
(inkubéacids) periodus elézte meg 37°C-on. Akcids potencialokat standard intracellularis
mikroelektrdd technikaval vezettiik el a preparatumokbdl. Az Gvegkapillaris mikroelektrédokat
3 M-os KCI oldattal téltéttik meg, amelyek ellenallasa igy 5-20 MQ. A jeleket nagy bemeneti
ellenallasu, megfeleléen foldelt, mikroelektroda erésitébe vezettik. A transzmembran akcids
potencial felszallé szaranak elsé derivaltjat (Vmax) analég derivaldval nyertuk. Az ilymodon
felerbsitett jeleket oszcilloszkdpon jelenitettik meg. A nyugalmi potencial (RP) az akcids
potencial amplitudd (APA) valamint az akcids potencial repolarizacidjanak 50, és 90 %-0s
értékét (APDspq0) - Intézetlinkben kifejlesztett program segitségével - IBM 386-0s

szamitogéppel mertik.



Patch-clamp technika

A kamrai miocitakat kollagenaz enzimes emésztéssel izolaltuk. A sejtszuszpenzidbol
egy cseppet az inverziés mikroszkopra szerelt, atlatszo aljzatu szervfirdébe cseppentettiink
és 10 percig hagytuk a sejteket letlepedni, mielétt a szuperfuziét meginditottuk. A mérés
soran alkalmazott 1-2 pm csucsi atmérdji  patch-pipetta elektrédokat boroszilikat
tvegkapillarisokbdl huztuk. Az elektrédokat standard intracellularis pipettaoldattal tolt6ttik
fel. Miutan gyenge szivas segitségével létrehoztuk a nagy ellenallasu (1-10 GOhm)
kapcsolatot (az un. “gigasealt”) a pipetta és a sejtmembran kozott, erdés szivassal vagy 1.5 V-
os elektromos impulzusokkal a sejtmembrant, a pipetta hegyével érintkezd részen,
felszakitottuk. igy a sejt és a pipetta belseje kdzos teret alkot.

Az ionaramokat patch-clamp er8sitével (Axopatch-1D vagy Axopatch 200B, AXON
INSTRUMENTS, Foster City CA, USA) a patch-clamp technika egész-sejtes (whole-cell)
konfiguraciojaban regisztraltuk. Az er6sitd kimenetét egy 333 kHz-es analdg-digitalis
konverterhez (DIGIDATA 1200, AXON INSTRUMENTS, Foster City CA, USA) és
szamitogéphez csatlakoztattuk. A szamitégépben, PCLAMP (AXON INSTRUMENTS, Foster
City CA, USA) szoftver segitségével, a kisérleti adatokat regisztraltuk és taroltuk. Az
eredményeket “off line”, szintén a PCLAMP programmal analizaltuk. A méréseket 36 — 37

°C-on vegeztuk.

EREDMENYEK

Az |, aramnak a kamrai repolarizacios folyamatban betoltott szerepét specifikus |y,
gatlé hianya miatt nehéz vizsgalni. Nemrégen leirtak, hogy két poktoxin — a phrixotoxin és a
heteropodatoxin — specifikusan gatolja a Kv4 csatornakat. A kutya és human I, aram pedig
nagyobbrészt ezekbdl az alegységekbdl épll fel. Amennyiben ezek a toxinok specifikusan
gatoljak a nativ |, aramot is, ugy a phrixotoxin és/vagy a heteropodatoxin alkalmas eszkdz a
célkitlizésunkben megfogalmazott kérdések megvalaszolasara. Sajnos a phrixotoxin nem
befolyasolta az |, aramot kutya bal kamrai miocitdkban, a heteropodatoxinnal pedig
ellentmondasos eredményeket kaptunk. Mivel ezek az anyagok nagyon dragak, ezeket a
méréseket ledllitottuk. igy, a késéi egyeniranyitd kalium aram lasst komponensének (Ixs)
egyik gatlészerét - a chromanol 293B-t — kivantuk hasznalni kisérleteinkben, ami nem csak
az lxs aramot, hanem nagy koncentracioban (100 uM) az |, aramot is nagymértékben gatolja.

igy a teljes Ixs blokk jelenlétében az akciés potencial repolarizacidjaban és az ionaramokban



chromanol 293B hatasara létrejott valtozasok a szer |, aramra gyakorolt hatasanak
tulajdonithatok.

Megvizsgaltuk 100 uM chromanol 293B hatasat néhany fontos repolarizaléd kalium
aramra, nevezetesen a tranziens kifelé haladd kalium aramra, a befelé egyeniranyité kalium
aramra (1) és a gyors késéi egyeniranyitd kalium aramra (ly;) kutya bal kamrai miocitakon.
A méréseket 0.5 yM HMR-1556 és 1 uM nisoldipin jelenlétében végeztik, hogy gatoljuk az
lks €s az L-tipusu kalcium aramokat (Ic;). 100 uM chromanol 293B jelent6sen csdkkentette
az l, aram amplituddjat. 20 mV-nal negativabb membranpotencialokon a blokk majdnem
teljes volt, mig ennél pozitivabb teszt potencialok esetén csak részleges. A szer nem gatolta
szignifikdns modon az |, aramot. Hasonloképpen, 100 uM chromanol 293B nem befolyasolta
a steady-state aram-fesziltség (I-V) karakterisztikat sem, amelyet ugy hataroztunk meg,
hogy megmértutk a steady-state aramot a -80 mvV-t6l 30 mV-ig terjedd
potencialtartomanyokon. Ennek a feszulltségtartomanynak a negativ részében az lx; aram
aktiv, mig az |-V gorbe pozitiv tartomanyaban kilénféle neminaktivalédd ionaramok,
amelyeket gyakran neveznek platd aramnak (l,), dominalnak. Méréseink alapjan a
chromanol 293B 100 pM koncentracioban amellett, hogy gatolja az Ixs aramot, az I
amplituddjat is jelentésen csokkenti anélkul, hogy befolyasolna az lg,, Ik1 és |, aramokat.
Figyelembe véve, hogy irodalmi adatok alapjan a szer nem befolyasolja a natrium (ly,) és
kalcium aramokat, a chromanol 293B alkalmasnak eszkodznek latszott a célkitizésben leirt
vizsgalatok elvégzésére.

Korabbi vizsgalatok szerint az |, aram olyan gyorsan aktivaldédik és inaktivalodik,
hogy csak a repolarizacié nagyon korai szakaszaban jatszhat szerepet. Kutya bal kamrai
miocitdkon végzett vizsgalataink szerint azonban az aram inaktivaciés fazisa két
exponencialis figgvény 6sszegével illeszthetd (1. abra). A gyors komponens idéallanddja
kisebb volt mint 5 ms és kevéssé potencialfiiggé. Az aram elsé gyors csokkenését egy
masodik sokkal lassabb fazis kdvette. Ennek a lassu fazisnak az idéallanddja 14 és 23 ms
kdzotti értékeket mutatott és az amplitidoja elérte a telies aram-amplitidd 10 — 20%-at. gy,
az l, aramnak ez a lassu komponense jelentés repolarizalé erét jelenthet az akcids potencial
platdé fazisanak elsé 50 — 100 ms id6tartamaban, azaz amikor mas repolarizalé ionaramok
relative gyengeék.

A steady-state aktivacios gorbét ugy kaptuk meg, hogy teszt impulzusok sorozatat
alkalmaztunk 10 mV-os lépésekben 80 mV-ig. A normalizalt konduktanciat pedig abrazoltuk
a teszt potencial fuiggvényében. A steady-state inaktivacios dsszefliggést ugy mértik meg,
hogy a teszt impulzusok elétt pre-pulzusok sorozatat, -90 — 20 mV feszultségtartomanyban,
alkalmaztunk. A teszt impulzusok soran mért normalizalt aramamplitudoét pedig abrazoltuk a
pre-pulzusok alatt alkalmazott potencial fliggvényében. Mindkét esetben az adatokat

kétallapotu Boltzmann fluggvénnyel illesztettik (1. abra). A steady-state inaktivacios és



aktivacios gorbék kismérték(i atfedést mutattak a 0 és —-40 mV kozott
potencialtartomanyban. Ez pedig felveti annak lehet6ségét, hogy az |, aramot szallitd
ioncsatorndk egy kis hanyada ebben a potencialtartomanyban reaktivalodhat (I, “window”
aram). Ez a jelenség hasonlé ahhoz, amit kordbban a Iy, és Ic, aramokkal kapcsolatban
leirtak. Ez az aram szintén hozzajarulhat a repolarizaciohoz a plato fazis kés6i szakaszaban
kutya bal kamrai szivizomsejteken.

Az |, aram lefutasat az akcios potencial platd és repolarizaciés fazisa alatt akcios
potencial voltage clamp méréssel lehet a legjobban meghatarozni. ehhez a kisérlethez
azonban szlkség van egy szelektiv gatldoszerre. Az irodalmi adatok és sajat méréseink
alapjan 100 uM chromanol 293B szelektiven gatolja az |, aramot feltéve, hogy a kisérleteket
egy lks gatlo szer (0.5 yM HMR-1556) jelenlétében végezzik. A mérés soran egy akcids
potencial hullamformat alkalmaztunk parancsjelként. Az |, aramot ugy kaptuk meg, hogy a
100 uM chromanol 293B jelenlétében kutya bal kamrai miocitakbdl regisztralt aramgorbét
kivontuk a kontroll kérilmények kozotti regisztratumbdl. Az igy kapott chromanol 293B
szenzitiv aram, vagyis |, aram gorbe kozeliti meg azt az aram profilt, amely az akcioés
potencial alatt 1étrejon, a platd fazis elején lathatd aram megfelel az |, lassan inaktivalodo
komponensének, mig a késdi platé fazis alatti aram pedig a |, “window” aramnak.

Tanulmanyoztuk az I, gatlas hatasat az akcios potencial repolarizacidjara kutya jobb
kamrai epikardidlis szivizom preparatumokon. Az aramot 100 uM chromanol 293B
alkalmazasaval gatoltuk, kisérleteinket 0.5 yM HMR-1556 jelenlétében végeztik, ami teljes
Iks blokkot biztosit. Amint a 2A. abra mutatja, az Ixs blokk csak kismértékben nyujtotta meg az
akcios potencial idétartamat. Chromanol 293B alkalmazasa teljes Ixs blokk jelenlétében
szignifikdnsan nyujtotta az akciés potencial repolarizacidjat és ezzel parhuzamosan a platé
potencial pozitiv irdnyba tolodott. Az I, gatlas forditott frekvenciafiggé modon nyujtotta meg
az akcios potencial idétartamat, vagyis a hatas nagyobb volt lassabb, mint gyorsabb ingerlési
frekvencianal (2B. abra).

Az utébbi id8ben nyilvanvaldva valt, hogy a szivizom repolarizacidja egy tulbiztositott
élettani folyamat, ami azt jelenti, hogy az egyes transzmembran ionaramoknak nincsen
kizarolagos szerepilk a repolarizacié kialakitasaban. igy egy-egy ioncsatorna sériilése
(mutécio, ,downregulacio”), specifikus farmakolégiai gatlasa, vagy egyaltalan nem, vagy
csak mérsékelt foku repolarizacié megnyulast eredményez. llyenkor ugyanis a tébbi nem
érintett ioncsatorna mékddése kompenzalja a funkciéjaban sérilt ioncsatorna mikodésének
zavarat, és igy a repolarizacidos folyamat latszélag nem valtozik meg. Ezt jelenséget
repolarizacios tartaléknak nevezzik. Ha azonban egy masik, Ujabb ioncsatorna funkcié sérdl,
vagy gyogyszeresen gatoljuk, varatlanul nagy mértékben megnyulhat a repolarizacié és
veszeélyes aritmidk keletkezhetnek. Ezért tanulmanyoztuk az I, gatlas hatasat olyan jobb

kamrai epikardialis preparatumokon is, amelyekben a repolarizacios tartalékot 0.1 puM



dofetiliddel beszlkitettik. A dofetilid jelentésen — forditott frekvenciafiggé moddon -
megnyujtotta az akcios potencial idétartamat. A dofetilid jelenlétében 100 yM chromanol
293B alkalmazasa utan az akciés potencial repolarizacioja, kuléndésen lassu ingerlési
frekvencia esetén, nagyon nagymértékben megnyult. Raadasul, 5 kisérletben (a 7-bél) korai
utdédepolarizaciot (EAD) észleltink (3. abra).

Munkank legfontosabb kdvetkeztetése az, hogy a tranziens kifelé haladé kalium aram
nemcsak kdzvetett modon, a platéd fazis potencialjanak modulalasaval, hanem kdzvetlendl is
befolyasolja a repolarizaciét kutya kamrai szivizomban, valamint jelentésen hozzajarul a
repolarizacios tartalékhoz. Ezeket az eredményeinket egy kdzleményben dsszefoglaltuk, és
a kéziratot kdzlésre elkuldtuk a British Journal of Pharmacology angol nyelvi folyoirathoz.

Ismeretes, hogy az |, aram denzitasa nagyobb az epikardialis és midmiokardialis
régiokban, mint az endokardiumban. Emiatt nehéz megmagyarazni azt az eredményunket,
hogy az |, gatlas endokardialis preparatumokon is megnyujtotta az akcios potencialt, mivel
az aram denzitasa itt jéval kisebb, mind az epikardialis régidoban. Raadasul sajat korabbi
ionaram méréseink midmiokardidlis szivizomsejtekb6l szarmaznak és az igy nyert
aramdenzitas, valamint kinetikai adatok nem tukrozik az l,, aram tulajdonsagait azokban az —
epikardialis és endokardialis — régidkban, amelyekb8l az akcidos potencial mérések
szarmaztak. Ezért elkerllhetetlen volt egy olyan kisérletsorozat végrehajtasa, amelyben az
l, aram denzitasbeli és kinetikai tulajdonsagait — kulonds tekintettel az aram lassan
inaktivalddd komponensére — hasonlitjuk dssze epikardialis ill. endokardialis régidkbadl izolalt
kutya kamrai szivizomsejteken. Ezek a mérések jelenleg is folyamatban vannak és ennek a
kérdésnek a tisztazasahoz még tovabbi kisérletekre van szikség.

Megvizsgaltuk az elektrofizioldgiai paraméterekben és néhany fontos transzmembran
ionaramban az 1. tipusu kisérletes diabetes hatasara bekdvetkezett valtozasokat nyul
szivizmon. Ugy talaltuk, hogy a diabetes mérsékelten megnyuijtotta a kamrai repolarizaciot
és a lassu tipusu kés6i egyeniranyitdé kalium aram (lxs) denzitdsanak csdkkentésével
gyengitette a repolarizacioés tartalékot, ami ndvelheti a hirtelen szivhalal kockazatat. Az I,
lio, lcaL €S Ik aramokban azonban nem talaltunk valtozast. Szamos vizsgalatban leirtak, hogy
1. tipusu diabetes mellitus csokkentette az |, aram amplituddjat patkany sziven. Ez
megegyezik sajat korabbi méréseinkkel kutyan, ahol szintén I, denzitdas csokkenést
tapasztaltunk. Annak az eredménynek a magyarazata, hogy diabetes hatasara nem valtozott
az l, aram denzitasa nyulon az lehet, hogy mig patkany és kutya esetében a dominans
pérus formald alegység a Kv4.2 ill. Kv4.3, ugy nyul esetében a Kv1.4 protein. Ezeket az
eredményeket egy angol nyelvi kézleményben foglaltuk 6ssze [Acta Physiol (Oxf) 2008,
192, 359-368].

Korabbi kisérleteinkben megvizsgaltuk az I, és az lg; aramoknak a forditott

frekvenciafliiggésben betoltdtt szerepét kutya és human kamrai preparatumokon. A jelenség



vizsgalatahoz E-4031 érzékeny (li,) és Ba®" érzékeny (li) iondramokat regisztraltunk
kllénb6z6 repolarizacio sebességgel rendelkezd "akcios potencial-szer("
feszultségimpulzusok és kulonb6zd id6tartamu akcios potencial jelformak segitségével. A
vizsgalatok azt mutattak, hogy egy hosszabb akcids potencial esetén, a repolarizacioé egy
adott idépontjaban az Ik, és Ik, ionaramok repolarizald ereje kisebb. Ezért egyéb faktorok
(befelé iranyuld aramok ndvelése vagy kifelé iranyuld aramok csokkentése) repolarizaciot
nyujté hatasa relative erésebbé valik lassu frekvencia esetén, ami az akciés potencial
forditott frekvenciafligg6é megnyulasat eredményezi. Ezeket a korabbi eredményeinket akcios
potencial kisérletekkel egészitettik ki: negy kiulénbdzd hatasmodu anyaggal — dofetilid,
BaCl,, Bay K-8644 és veratrin —kutya papillaris izmon forditott frekvenciafliggé repolarizacio
megnyulast tapasztaltunk, ami azt mutatja, hogy ez a jelenség nem egy specifikus
mechanizmus — pl. az lx, aram gatlasanak — kévetkezménye. Eredményeinket egy angol
nyelvl kézleményben foglaltuk 6ssze [Br J Pharmacol. 2009, 156, 1076-1084].

A kutatasi programunk soran elért eredmények jelentésen hozzajarulhatnak ahhoz,
hogy az akcids potencial repolarizacid mechanizmusat jobban megértsuk illetve ebben az
egyes ionaramok, elsésorban a tranziens kifelé halad6 kalium aram szerepét mélyebben

megismerjuk.
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1. dbra. A: Kutya bal kamrai miocitabdél 20 mV-os teszt potencialon regisztralt I, aram
gbrbe. Az ordinatat tizszeresére kinagyitottuk a B panelen, ahol a szaggatott vonal mutatja
az aram lassan inaktivaldodé komponensét, amelyet a kisérletekben mért idéalland6 és
amplitudoértékek segitségével egy exponencialis figgvénnyel szimulaltunk. C, D: Az |,, aram
inaktivaciés fazisat két exponencialis figgvény Osszegével illesztettik. Az igy kapott
amplitudoértékeket (C) és idéallanddkat (D) a teszt potencial figgvényében abrazoltuk. E, F:
Az |, steady-state aktivacids és inaktivacids dsszefliggései kutya bal kamrai miocitakon.



A \/\ oL B 300
=1s
omV vf%\
o 2001
=
= HMR 1556 E n=9
od
o -~ Control
Chromanol 2938 < 1001 _g—HMR 1556
100 uM —o—HMR 1556 + Chromanol 2938
Control
b 0 1 1 1 f f
0TS 0 1 2 3 4 5

Cycle length (s)

2. abra. A: 100 pM chromanol 293B hatadsa az akcidés potencialra kutya jobb kamrai
epikardialis preparatumon 500 nM HMR-1556 jelenlétében. B: 100 yM chromanol 293B
ciklushosszfliggd hatasa az akcids potencial id6tartamara kutya jobb kamrai epikardialis
preparatumokon 500 nM HMR-1556 jelenlétében.
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3. abra. A, C: 100 yM chromanol 293B hatasa az akcios potencialra kutya jobb kamrai
epikardialis preparatumon 500 nM HMR-1556 és 100 nM dofetilid jelenlétében 1000 ms ill.
3000 ms-os ciklushosszak esetén. B: 100 yM chromanol 293B ciklushosszfiggd hatasa az
akcidés potencial idétartamara kutya jobb kamrai epikardialis preparatumokon 500 nM HMR-
1556 és 100 nM dofetilid jelenlétében.



