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Bevezetés

Altaldnos megfontolisok

Szervezetiinkben a vért egy életen at a sziviink tartja keringésben. A sziv egy
elektromechanikus pumpa, benne spontdn ritmikusan keletkezd akcids potencialok (AP)
hatasara 0sszehtizodas és ellazulds valtakozik egymas utan. A sziv tomegének nagy részét
pitvari és kamrai szivizomsejtek alkotjak, amelyek kontrakcidos erét generalnak és a
pumpafunkciét latjak el (,,munkaizomzat™).

A kamrai szivizomsejtek AP-ja szamos iondram egyiittes mitkddése alapjan jon l1étre. Ezen
ionaramok az AP eltéro fazisaiban aktivalodnak, és kiilonb6z6 mértékben jarulnak hozzéa annak
kialakitdsahoz.

Az alapallapotban 1év6, nem aktivalt sejtekben a sejtplazma szabad Ca®*-koncentracidja
[Ca%*]i 10 és 100 nM kozott valtozik. A Ca?*-szint emelkedése eltérd, akar parhuzamos
folyamatokat indukdlhat, amelyek szdmos sejtfunkci6 aktivaldsdhoz vezetnek, mint példaul a
szivizomsejtek Osszehuzodésa is. A szivizomzat kontrakcidjdnak erdssége bizonyos hatarok
kozott fiigg a Ca®*-jel nagysagatol, a szarkoplazma Ca?*-szintjének emelkedésétdl. Magasabbra
emelkedd [Ca?")i szint az 5sszehuzodas erejének fokozodasat okozza.

A membran fesziiltségvaltozasaival parhuzamosan a kalcium szint oszcillacigja figyelhetd
meg, aminek direkt, azonnali hatdsa van a kalcium-fiiggd aramokra. A szivben az ionaramok
széles skalajarol ismert, hogy Ca®*-fiiggdek, beleértve a Na*, a Ca?*, a K*, a CI', Na*/Ca?"
cser¢ld és nem specifikus kation aramokat. Fontos a kalciumfiiggd ionaramok élettani és
patofiziologiai miikodésének megismerése.

A sejtszintl elektrofizioldgiai kisérletekben az intracellularis kalciumkoncentraciot gyakran
puffereljiik a Ca?*-fiiggd iondramok tanulméanyozasanak céljabol. Ezt 4ltaldban azért tessziik,
hogy a sejten beliili Ca?*-fiiggé folyamatok valtozasai ne legyenek hatassal a mérési
eredményeinkre.

Jelen disszertaciomban két, eddig kamrai szivizomzatban kevésbé jol jellemzett kalcium-
fliggd ionaram tulajdonségait kivantuk megvizsgalni specifikus gatloszereik segitségével. Az
egyik ilyen dram a Ca?*-fiiggé kloridaram (Icica)), mig a masik a Tranziens Receptor Potencial

Melastatin 4 (TRPM4) aram.



A kamrai szivizomsejtek akcios potencidlja és iondaramai

Az €16 sejtek membranjanak két oldala kdzott potencialkiilonbség van, az intracelluldris tér
negativabb az extracellularis térhez viszonyitva. A nyugalmi membranpotencial értéke
sejttipustdl fliggden —50 és —90 mV kozotti értéket vehet fel. A nyugalmi membranpotencial
mérhet elektrofiziologiai modszerekkel, illetve kiszamithatdé a Goldman-Hodgkin-Katz
egyenlet alapjan.

A kamrai szivizomsejtek AP-ja szamos ionaram egyiittes miikodése alapjan jon 1étre. Ezen
ionaramok az AP eltérd fazisaiban aktivalodnak, és kiilonbdzo mértékben jarulnak hozza annak
kialakitasahoz.

Az AP 0. fazisa alatt, a gyors, id6- és fesziiltségfiiggd Na* csatornak aktivalodnak, ami
létrehozza az AP felszallo szarat. A Na* csatornak altali depolarizaciot kovetden bizonyos
aramokért felelds csatornak aktivalddnak, vagy inaktivalodnak. A nyugalmi membranpotencial
fenntartasaért felelés magas K* konduktancia (befelé egyeniranyit6 K* csatorndk — inward
rectifier potassium current, lki1) a befelé torténd egyeniranyitas kovetkeztében lecsokken, ez
lehetetlenné teszi repolarizalo hatast K* aram 1étrejottét a nulladik fazis alatt.

Az 1. fazis egy gyors, rovid ideig tartd részleges repolarizacid, melyet a tranziens kifelé
iranyul6 aram hoz létre. Ennek van egy 4-aminopiridin érzékeny komponense (tranziens kifelé
iranyuld kaliuméaram — transient outward potassium current, lo1) valamint egy Ca?*- fiiggd
kloridaram komponense (tranziens kifelé iranyuld kloridaram — transient outward chloride
current, lw2). A 2. fazis soran aktivalodik az L-tipusu kalciumaram (L-type calcium current,
IcaL) és a késOi kaliumaramok. A plato fazis alatt nincsen jelentds nettdé mérheté membranaram
és repolarizacio az lo gyors inaktivalodasa és a kiilonbozd repolarizald K* csatornak lassu
aktivacidja miatt.

A 3. fazis soran az IcaL inaktivalodik és tobb kaliumdram parhuzamosan, fokozatosan
aktivalodik. Fontos ionaramok az AP ezen szakaszéban a kés6i egyeniranyit6 kaliumaram lassu
¢és gyors komponense (slow/rapid component of delayed rectifier potassium current, Iks/lkr) és
végiil a terminalis repolarizacidoban résztvevd korabban mar emlitett Iki.

A 4. fazis a nem ingerelt kamrai szivizomsejtek elektromos diasztole szakasza, a nagy Ik1
konduktancia tartja fenn, megegyezik a nyugalmi membranpotenciallal, ért¢ke —80 mV.

A kamrai AP létrehozasdban t6bb olyan inward (pl. TRPM4 dram) és outward
(pl. Ca®*—fiiggé kloridiram) iondram is részt vehet, melyek élettani miikodése kevésbé jol

jellemzett, viszont bizonyitott, hogy hibas miikodése patofiziologiai jelentdséggel birhat.



A kamrai repolarizacio térbeli és idobeli heterogenitdsa

A sziv AP eltér6 a munkaizomzat kiilonb6z6 régidi kozott. A repolarizacio térbeli
inhomogenitasa magaban foglalja a repolarizaci6 apiko-bazalis gradiensét, illetve a
transzmuralis diszperzidjat, tovabba a két kamra kozotti kiillonb6z6 repolarizacids idéket.

A szivesucs felé es6, un. ,apikalis” szivizomteriiletek akcids potencialja révidebb, mint az
annulus fibrosus felé esd, Un. ,bazis” részen. Ezt a kiilonb6z6 kaliumaramok eltérdé aranya
okozhatja. Az apiko-bazalis inhomogenitas mellett transzmuralis AP inhomogenitas is
megfigyelhetd. A kamrai szivizomzat az AP alakjanak szempontjabdl harom, szubepikardialis
(EPI), szubendokardialis (ENDQ) és a ketté kozott elhelyezkedé midmiokardialis (MID)
1. fazis repolarizacio kovetkezménye. A midmiokardialis vagy M-sejteken kisebb a korai
repolarizacio, endokardialis sejteken a legkisebb. Az akcids potencialok id6tartama (APD) is
kiilonbozik a kamrafal eltéré rétegeiben. A MID sejtek akcids potencialja a leghosszabb, az EPI
sejteké viszont rovid. A transzmuralis eltérések 0kozoja lehet az Iy kiilonb6z6 denzitasa, illetve
a kalciumcsatornak ujranyilasa EPI sejteken. A regionalis heterogenitas befolyasolja az EKG
hullamok alakjat, mig a heterogenitas novekedése reentry kialakitdsa miatt aritmogén.

A szivben éllandé szivfrekvencia esetén az egymast kdvetd titések idétartama titésrol litésre
valtozik, a jelenség neve a ,,beat-to-beat” variabilitas, vagy masnéven révidtavi variabilitas
(short-term variability, SV). Szamos faktornak tulajdonitanak szerepet a SV létrehozasaban,
mint pl. az ioncsatorndk sztochasztikus viselkedése, az ingerlési frekvencia és farmakologiai
behatasok, az AP alakja és idOtartama, az ioncsatorna denzitds, vagy az intracellularis Ca®*-
szintszabalyozas is részt vesz annak kialakitasaban.

A QT-intervallum megnyulasat a szivritmuszavarok rizikofaktoranak tekintik, mivel
elésegitheti a korai utddepolarizaciok (EAD-k) és a torsades de pointes kamrai tachycardia
(TdP) kialakulasat. A SV megfigyelhetd az AP-ok iddbeli és térbeli variabilitasaként, helyi
aktivaciés ¢€s recovery intervallumokban vagy a testfelszini EKG QT-intervalluméanak
variabilitasaként. A QT-intervallum rovid tavl variabilitdsanak novekedése azonban magasabb

prediktiv értékkel rendelkezik, mint a QT-intervallum abszolit hosszanak megnyulasa.

A szivizomsejtek kalcium homeosztazisa

Egy Ca®'-fiiggd iondram élettani kornyezetben torténd vizsgalatdhoz ismerniink kell a
szivciklus alatti intracellularis Ca®" koncentracio valtozasokat.

A szivizom excitacios-kontrakcids kapcsolata az elektromos jel mechanikai valassza

alakitasa. A Ca?" elengedhetetlen a sejtek elektromos aktivitasahoz és a kontrakciohoz, az



utobbi teljes mértékben fiigg a kornyezet Ca?*-koncentraciojatol. A szivciklus soran a
felszabaduld, majd eltavolitott Ca?* mennyiségnek azonosnak kell lennie, mivel ellenkezd
esetben szivizomsejt Ca?*-nal taltdltédne vagy kiiiriilne.

A kontrakciét kivalté teljes Ca?*-jel kb. 30%-a szarmazik az extracellularis folyadékbol és
mintegy 70%-a a szarkoplazmatikus retikulumbol (SR). Az AP plato fazisa soran depolarizaciot
kovetden Ca?*-ok 1épnek be az Icar és a reverz méda Na*/Ca?* cserearam (Incx) aramokkal a
szivizomsejtekbe, ahol az SR-bél rianodin receptorokon keresztiil tovabbi Ca®*-ot szabadit fel.
A jelenség neve Ca?* indukalt Ca®* felszabadulas. Az intracellularis Ca* koncentracié atmeneti
novekedése, majd csokkenése a Ca?* tranziens.

A lcaL depolarizaciora aktivalodik, majd idé- és Ca?*-fiiggd modon inaktivalodik. Az
ioncsatornan at a sejtbe jutd Ca?*-ok mellett a SR-bol torténd Ca?* felszabadulas szintén
hozzjarul a Ca?* csatorna Ca®*-fliggé inaktivacidjahoz. A nagy mértékii Ca?* bearamlas vagy
felszabadulds tovabbi Ca?* bearamlast csdkkent, megakadalyozva ezaltal a proaritmias hatdst
Ca®* tults1t6dést.
eltavolitasdban résztvevd folyamatok egymdshoz viszonyitott ardnya fajfiiggést mutat. A
kontrakcié lecsengésekor a szarkoplazma emelkedett Ca®*-tartalmanak 70%-4t a SR Ca®'-
pumpdja juttatja vissza a SR-ba. A maradék 30% eltavolitasat az extracellularis folyadékba a

plazmalemma Na*/Ca®* cserél transzportere és a plazmalemma Ca?*-pumpaja végzi.

A szivizomsejtek kalciumfiiggd kloridarama

A lci(ca) részt vesz az AP repolarizaciojaban nyul, birka, sertés és kutya szivizomsejtekben.
Korabban mar leirtam az akcios potencialt 1étrehoz6 1ondramok jellemzésekor, hogy az 1. fazis
repolarizacioért szivizomsejtekben a tranziens kifelé iranyuld aramok, a o1 és Iio2 felelosek. A
lo2 @ pillanatnyi membranpotencialtol és a Cl™ egyensulyi potencialjatol (Eci: =50 mV és
—30 mV kozott) fliggden depolarizalja vagy repolarizalja a membrant. Az akcids potencial plato
fazisa alatt a Ici(ca) @ membranpotencialt negativ iranyba tolja, repolarizald aramként van jelen,
csokkenti az APD-at. A Cl™ egyensulyi potencialjatol negativabb membranpotencialokon
(nyugalomban) azonban a Icica) depolarizal6 hatasu és ezaltal EAD és kés6i utddepolarizaciok
(DAD) létrejottét segitheti eld.

Munkacsoportunk kordbban megallapitotta, hogy kutya és human szivizomzatban a Icica) az
AP soran az 1. fazis és terminalis repolarizicio alatt aktivalodik. Ezen munka sordn a

munkatarsaim azt is meghataroztak, hogy a lcica) aktivalasaban alapvet6 jelentéségli a csatorna



kozelében elhelyezkedd L-tipusti Ca?* csatorndkon at torténé Ca?* belépés, a szarkoplazmatikus

retikulumbol felszabadulé Ca®* csak felerdsiti a Icica) aktivaciojat.
A Kkalciumfiiggé kloridaram gatlészere, 9-AC

A Ca?*-fiiggd Cl~ csatornak vizsgalatara tobb eltérd szerkezetii gatloszert is hasznalnak.
Kordbban munkacsoportunk megvizsgalta kutya izoldlt szivizomsejteken a Icica-ot két,
széleskorien alkalmazott Cl™ csatorna gatloszer, antracén-9-karboxilsav (9-AC) és 4,4'-
diizotiocianostilbén-2,2’-diszulfonsav ~ (DIDS)  segitségével. = Akkor = munkatarsaim
bebizonyitottak, hogy a 9-AC-érzékeny aram Ca’*-fiiggd és a Cl™ a toltéshordozd. A két
inhibitor koziil a 9-AC elénydsebb a Icica) €lettani szerepének a vizsgélatara, mert az altalunk
vizsgalt koncentracioban nem gatolta az AP-t 1étrehozd fontosabb ionaramokat (Ina, IcaL, Ik,

Iks, lk1).

A kalciumfiiggd kloriddaram pro- vagy antiaritmids szerepe

A szivritmuszavarokban a sziv elektromos aktivitasa megvaltozik. Ezen ritmuszavarok
némelyike lehet életveszélyes tachyaritmia, mint TdP és kamrafibrillacio. Ezek a tachyaritmiak
hirtelen szivhalalt okozhatnak, amely vezetd haldlok Eurdpaban és az Amerikai Egyesiilt
Allamokban.

Az intracellularis Ca®" homeosztazis rendellenességei (Ca®" tilterhelés és spontan Ca?*
felszabadulas a SR-bol) szintén eldsegithetik TdP kialakulasat. A spontdan SR Ca?*
felszabadulas aktivélja a sejt Ca®" eltivolitd mechanizmusait, és egy tranziens befelé iranyuld
aramot hoz 1étre, ami DAD-hoz vezet és triggerelt aktivitast okoz. A tranziens befelé iranyulo
aram forrasa lehet a forward iizemmodban miikodd Incx, vagy a lcica) aktivalodasa.

A lciica) Ca®*-tulterhelt sejtekben DAD kialakuldsat okozhatja, igy aritmogén hatasu lehet.
Ennek ellentmond, hogy bizonyos koriilmények kozott kivaltott EAD-k és DAD-k el6fordulasa
nétt, ha kutya kamrai sejtekben gatoltak az Icica-t 9-AC segitségével, ami az Icica)
szivritmuszavarokat mérsékld szerepét mutatja. Hasonloképpen, az Icica) fontos szerepet
jatszhat az aritmidk megeldzésében acidozisban nyll kamrai szivizomsejtekben. Ez az
antiaritmids funkci6 azonban elmaradt juhok EAD modelljében, ahol a DIDS alig volt hatéassal.
Ezek az ellentétes eredmények tovabbi vizsgalatokat igényelnek az Icica) pro- vagy antiaritmias

szerepének meghatarozasahoz.



A kalciumfiiggo kloridarameért felelos fehérjék

Az lcica) molekularis identitaisa még mindig nem teljesen tisztazott; a TMEMI16A ¢és a
Bestrophinok a legvaldsziniibb jeldltek, az utobbiak legaldbbis mint a Ca®*-érzékeny csatorna
alegységek.

A Transmembrane protein 16 (TMEM16) csalad fehérjéi anion csatornak 8 transzmembran
doménnel, innen szarmazik a fehérjecsalad masik elnevezése: az Anoctaminl vagy réviden
Anol. Egyre tobb informaci6 4ll rendelkezésre a TMEMI16 fizioldgiai funkcioirdl
simaizomban, valamint neuronalis és mas szovetekben. A TMEMI16A ragcsalok kamrajaban
expresszalodik, és valosziniileg ez a fehérje felelés a kamrai szivizomsejtek Icica-aért. A
TMEM16A-t vizsgalva tobb munkacsoport is a klasszikus Icica)-hoz nagyon hasonld ionaramot
regisztralt.

A Bestrophin-t el6szor a Best-féle vitelliform macula dystrophiaért felelés génként irtak le.
A Best-1 génmuticiot hordozéd knock-in egerek retindlis pigment epitél sejtjeinek Cl™
konduktancidja valtozatlan volt, azonban a mutacié az emberi megbetegedésekhez hasonlitd
retinalis elvaltozasokat okozott. Mindent egybevetve, feltételezhetjiik, hogy a Bestrophin-ok
anion csatornak, viszont funkcidjuk a Icica) 1étrehozésdban még nem tisztazott.

Koradbban munkacsoportunk kimutatta a TMEM16A és a Bestrophin-3 expresszidjat mind
kutya, mind emberi izolalt bal kamrai szivizomsejtekben. Immuncitokémiai kisérletekkel
bizonyitottuk tovabba, hogy ez a két fehérje és a Cay1.2 csatorna a sarcolemmaban kolokalizalt,
ami azt sugallja, hogy az L-tipusa Ca?" csatorndkon keresztiil bejuté Ca®* kozvetleniil

szabalyozza a Icica)-t kutya kamrai szivizomsejtekben.

Intracellularis kalcium koncentracio befolydsoldsa

A sejtszintl elektrofiziologiai kisérletekben az intracellularis kalciumkoncentraciot gyakran
puffereljiik un. kalcium kelatorokkal, melyek koziil gyakran alkalmazott az EGTA ¢és a
BAPTA. A BAPTA sokkal gyorsabb Ca?* kotési kinetikaval bir, ezért a két szer a kiilonbdzd
szubcellularis kompartmentekben eltéré modon képes a Ca®* pufferelésére.

A szarkolemma és a SR kozotti un. junkcionélis résben (az L-tipusti Ca?* csatornak és a
rianodin receptorok kozotti térben) a Ca?* koncentracidja sokkal magasabb értéket érhet el, és
kinetikailag gyorsabban valtozik a citoplazmaban mérheté globalis Ca?" koncentracio
véltozasokhoz viszonyitva. Nagyon fontos a megfeleld kinetikaval rendelkezd kalcium kelator
megvalasztasa az elektrofiziologiai mérések kivitelezéséhez, kiilondsen igaz ez a Ca®*-fiiggd

aramok vizsgalata esetén. A szivben az iondramok széles skalajarol ismert, hogy Ca®*-fiiggéek,



beleértve a Na*, a Ca?*, a K*, a Cl', Na*/Ca?" cseréld és nem specifikus kation aramokat, pl.
TRPM4 aramot.

Kordbban munkacsoportunk megvizsgalta a BAPTA ¢és az EGTA Icica-ra és lcaL-ra
gyakorolt hatasa kozotti kiilonbséget. Annak ellenére, hogy egyik puffer jelenlétében sem volt
Ca®" tranziens, csak a BAPTA volt képes hatékonyan csokkenteni az IcaL Ca?*-fiiggd
inaktivaciojat, ami nagyobb Iniso (megegyezik az L-tipust kalciumarammal) amplitadot és
aram altal szallitott Gssztoltést okozott, valamint hosszabb akcids potencialt is eredményezett.
BAPTA jelenlétében a Io.ac (megegyezik a Ca?*-fiiggd kloridarammal) megsziint, viszont
EGTA hatésara csak csokkent az &ram amplitidoja €s az aram altal szallitott 6ssztoltés.

Fesziiltség-clamp kisérletekben a [Ca®']i pufferelése viszonylag egyszerli, mivel az
intracellularis kompartment BAPTA Ca?" kelatképzével torténd dializisét konnyen
elvégezhetjiik nagy csticsatmérdjii (tipikusan >2 um) patch pipettaval.

Az akcios potencidlok fiziologias koriilmények kozotti rogzitése hagyomanyos hegyes
mikroelektrodakkal torténik, azonban ekkor a kelator pipettan keresztiili sejtbe juttatdsa nem
lehetséges a méréelektrod csucsanak kis atmérdje miatt. Ebben az esetben a Ca?* kelatképzo
sejt-permeabilis acetoxi-metilészter formajat (BAPTA-AM, EGTA-AM) alkalmazhatjuk a
[Ca?*]i redukalasara. Ilyen kisérleteket évtizedek ota végeznek, és a kapott eredményeket
kizarolag a [Ca?']; puffereléssel értelmezték annak ellenére, hogy ismert: a BAPTA-AM (és az
EGTA-AM is) kolcsonhatasba 1ép a HEK sejtekben kifejezett K* csatornakkal.

A szivizomsejtek TRPM4 drama

A Tranziens Receptor Potencial (TRP) ioncsatorna csalad 28 tagja megtalalhatd emberi
szervezetben is. Ennek a hatalmas csaladnak a tagja a Tranziens Receptor Potencial Melastatin
4 (TRPM4) csatorna is.

A TRPM4 fehérje szerkezetét hat transzmembran domén alkotja. A fehérje N- és C-
terminalis végein a csatorna tobb PKA és PKC foszforilacios helyet, ABC-motivumot (ATP-
binding casette, ATP-kot6 kazetta), kalmodulin kotéhelyet, Walker B motivumot (ATP
kotéhelyként tartjak szamon), PiP2 (foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat) kotéhelyet és tn.
feltekercselt tekercs” (coiled coil) domént tartalmaz.

A  TRPM4 csak egyértékli kationokra permeabilis, permeabilitdsi sorrendje:
Na* ~ K* > Cs* > Li*. Fiziologias koriilmények kozott, az intracellularis kalcium novelésével
torténd aktivalas (K¢=400 nM) utan a TRPM4 indukalja a natrium bejutasat, ami membran

depolarizaciohoz vezet.



TRPM4 csatornak jelenlétét leirtak patkany, egér, szarvasmarha és human szivben
expresszios, vagy elektrofizioldgiai vizsgalatokkal. A TRPM4 génfiiggd mutacioi az L. tipust
familiaris szivbetegséghez kothetd. Tovabba a TRPM4 gén genetikai elvaltozasai pitvar-kamrai
szivblokkhoz, jobb Tawara-szar-blokkhoz, bradycardidhoz és Brugada-szindromahoz
vezetnek. A TRPM4 aram patkanyban, egérben és nyulban hozzajarul a pacemaker funkciohoz
is, valoszinisithetéen bradycardia elleni védd funkcio céljabol. A TRPM4 aram hatasara
novekszik az APD pitvari izomban és izolalt szivizomsejtekben egyarant. Ragcsalok kamrai
izmaiban a B-adrenerg stimulaci6 inotrop hatasanak kozvetitésében a TRPM4 is részt vesz. Az
aramrol leirtak, hogy képes az angiotenzin II indukalt hipertrofia csokkentésére.

Mivel a Ca?*-fiiggd csatornak Na* és K* ionok kozott nem valogatnak, tobbnyire inward
aramot hoznak létre, ami néveli az aritmiara valo hajlamot. Ellentétben ezzel, az esetleges

TRPM4 gatlés antiaritmias hatasu.
A TRPM4 aram gatlészere, 9-phenanthrol

Jelenleg a TRPM4 farmakologidja még viszonylag ismeretlen. Kisérletekben leggyakrabban
flufenaminsavat, vagy 9-phenanthrolt alkalmaznak az aram gatlasara, azonban a flufenaminsav
bizonyitottan nem szelektiv, a 9-phenanthrol TRPM4 szelektivitasa pedig szivben eddig nem
nyert hiteles bizonyitast. Fontos megjegyezni, hogy a 9-phenanthrol szivelektrofiziologiai
hatasait eddig csak egerekben vizsgaltdk, egy olyan fajban, amely akcios potenciélja és az azt

létrehoz6 iondramai nagy mértékben eltérnek az emberétdl.
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Ceélkitizeés

Célul thztiik ki annak vizsgalatat, hogy a Icica) milyen szerepet tolt be a sziv bal kamrai
repolarizacid térbeli és iddbeli heterogenitasanak kialakitdsaban. Ennek meghatarozasat az
¢lettani allapotokat jol tiikr6z0 (fizioldgids intra-, és extracellularis iondsszetétel, megtartott
intracellularis Ca®* homeosztazis, AP fesziiltségparancs) két modszer segitségével terveztiik.
Egyrészt hagyomanyos hegyes mikroelektrodas méréseket, masrészt az akcids potencial
fesziiltség-clamp (APVC) technikat kivantuk alkalmazni az Iciica), mint 9-AC érzékeny aram
jellemzésére a bal kamrai miokardium kiillonbozé régioibol szarmazd sejteken. Tovabba az
izolalt szivizomsejteken a TMEMI16A ¢és a Bestrophin-3 fehérjék normalizalt expressziojat
Western blot segitségével kivantuk meghatarozni.

Munkacsoportunk korabbi eredményei azt mutattak, hogy a kalcium kelator BAPTA—AM
¢és Iks illetve Ikr kalium csatornat gatlo vegyiiletek egylittes alkalmazasakor a BAPTA-AM
gatloszer szelektivitasatol. A BAPTA-AM ¢s az EGTA-AM is kolesonhatasba 1ép HEK
sejtekben kifejezett K* csatorndkkal. Ismert tovabba, hogy a hatdanyag—csatorna
kolesonhatasok jelentsen eltérdek lehetnek nativ és expresszalt ioncsatornak esetén. Ezek
miatt célul tiiztik ki annak vizsgalatat, hogy a BAPTA-AM befolyasolja-e a bal kamrai
szivizomsejtek akcios potencialjat, illetve Ixr &ramat.

Vizsgalni kivantuk a TRPM4 é4ram akcids potencial morfoldgia kialakitdsaban betoltott
szerepét, illetve az &ram AP alatti viselkedését. Ehhez az dram specifikusnak tartott gatloszerét,
a 9-phenantrolt kivantuk felhasznalni bal kamrai szivizomsejteken akcids potencidl fesziiltség-
clamp mérésekben. Mivel ehhez a modszerhez lehetéleg minél szelektivebb ioncsatorna
gatloszerre van sziikség, ezért mindenekel6tt a 9-phenanthrol szelektivitasi vizsgalatat
terveztiik elvégezni.

Valamennyi vizsgalatunkhoz kutya kamrai sejteket valasztottunk, mert ennek a
preparatumnak az elektrofiziologiai tulajdonsdgai hasonlitanak a legjobban a human

szivizomzathoz.
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Anyagok és modszerek

Kutya szivizomsejtek izolaldasa

Elektrofiziologiai és génexpresszios kisérleteinket kutyasziv bal kamrajabol enzimatikusan
izolalt szivizomsejteken végeztiik. A sejteket kisérleti célra tenyésztett vegyes nemd, ivarérett
kutyak szivébol nyertiik anterograd szegmensperfiizids technika hasznalataval. Az elvégzett
kisérletek Osszhangban voltak a ,, Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” ¢€s
,Guide to the Care and Use of Experimental Animals” és a Helsinki Deklaracio alapelveivel.
A kisérleti protokollt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatetikai Bizottséga is jovéhagyta.

A szivizomsejteket szegmentperfuzios technikdval, kollagendz emésztéssel izolaltuk. A
sejtizolalas jellegébo6l adodoan a méréseink tobbsége midmiokardialis (MID) sejteken tortént.
Azonban egyes kisérleteinkhez a bal kamra szabad falanak szubepikardialis (EPI) és
szubendokardialis (ENDO) régioibol izolalt szivizomsejteket hasznaltunk. A kisérletek egy
kiilon csoportjdhoz bal kamrai fal MID rétegének apikalis €és bazalis részeibdl gytijtottiink
sejteket. A végleges sejtszuszpenzioban a sejtek szabalyos téglalap alakuak, éles széliek,

citoplazmajuk tiszta, épen harantcsikozottak.

Elektrofiziologia

A sejtszuszpenzid 2-3 cseppjét egy 1 ml térfogati plexi mérdkadba helyeztik, és
folyamatosan perfundaltuk Tyrode oldattal, amelyet egy gravitacio-hajtott rendszer
szolgaltatott. Kisérleteink soran az allando 37 °C homérsékletet hdmérséklet szabalyozoval
allitottuk be. A sejteket egy Faraday-kalitkaban elhelyezett antivibracios asztalon 1év6 invertalt
mikroszkoppal tettiik lathatova. A sejteket mikropipettaval, vagy hegyes mikroelektroddal
szartuk meg, a késdbbi AP illetve iondram regisztralasdnak céljabol. Ezeket kapillarishuzo
hasznalatdval készitettiik el. A mikroelektrodak és mikropipettdk sejtekhez érintését
mechanikus makromanipulatorral €s harom irdnyba mozgathatd, piezoelektromos
mikromanipulatorral végeztiik. A sejtekbdl elvezetett elektromos analog jeleket fejegységen
keresztiil elvezettiik, erdsitettilk. Az erGsitett analdg jeleket oszcilloszkdpon is nyomon
kovettiik. A szamitogép altali vezérléshez €s adatgytijtéshez pClamp 10 szoftvert hasznaltunk.
Az er6sitd és a szamitogépes szoftver kozotti kapcsolatot digitalizalo tette lehetdové. A nyers
adatok kiértékeléséhez Microsoft Excel szoftvert, a kiértékelés soran kapott adatokbol az abrak

készitéséhez Origin és PowerPoint grafikus szoftvereket hasznaltunk.
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Akcios potencidalok mérése hegyes mikroelektroda technikdaval

A membranpotencidl mérésekhez az egysejtes rendszerre kidolgozott, nagyellenallasu
tivegmikroelektroda technikat hasznaltuk. Az AP-ok elvezetésére 3 M KCl-dal t6ltott, nagy
ellenallasu (25—40 MQ) mikroelektrédat hasznaltunk. Az erdsitét aram-clamp modban
hasznaltuk, a sejtek ingerlése impulzus generatorral tortént. A rogzitett AP-ok kiértékelését egy,
a munkacsoportunk altal programozott Microsoft Excel makroval végeztik. A szoftver altal
kiszamitott paraméterek: nyugalmi membranpotencidl (RMP), a depolarizaci6 maximalis
sebessége (V'max), az AP amplitidoja (APA), az 1. fazis repolarizacid6 amplituddja
(fesziiltségkiilonbség az AP csticsa €s a kupolat megel6zo6 notch kozott) és meredeksége, az AP
90 %-os repolarizacidjahoz tartozd id6tartama (APDgo), az APDgo felénél mérhetd

membranpotencial (platdso) értéke, valamint a terminalis repolarizacio meredeksége (V max).

ITonaramok mérése fesziiltség-clamp technikaval

erdsitot fesziiltség-clamp iizemmoddban hasznaltuk. A mérések kivitelezéséhez mikropipettat
(2-3 MQ) hasznaltunk. A patch-clamp technika teljes-sejtes elrendezésében a mikropipetta
belsd oldata kozlekedik a sejtek intracellularis terével. A belsé oldat Osszetételének
valtoztatasaval, kalcium kelator segitségével lehetdségiink volt befolyasolni a sejtek szabad
koriilmények kozotti vizsgalatara a legalkalmasabb moddszer az akcids potencidl fesziiltség-
clamp technika. Ilyen méréseink soran a sejt sajat, aram-clamp tizemmodban rogzitett akcios

potencialjat hasznaltuk parancsjelként ugyanazon sejten.

Fehérjeminta elokészités és Western blot analizis

A bal kamra kiilonb6z6 transzmuralis régioibol (EPI, ENDO, MID), valamint a bal kamra
szivizomsejteket molekularis bioldgiai vizsgélatokhoz hasznaltunk. A TMEMI16A- és a
Bestrophin 3-specifikus savok optikai siirliségét normalizaltuk a mintak B-aktin-specifikus

sévjainak optikai stirliségére.

Statisztikai elemzés

A kozolt adatok a kisérleti eredmények szamtani kozépértékei + a kozépérték kortili standard
hiba. A csoportok Osszehasonlitdsa sordn egyszempontos variancianalizist, Student-féle
kétmintas t-probat vagy onkontrollos t-probat alkalmaztunk az adott statisztikai kérdéseknek

megfeleléen. Az adatok kozott az eltéréseket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.
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Eredmények

A 9-AC a lcica) mérésének alkalmas eszkoze

Megvizsgaltuk, hogy a 9-AC gatolja-e az lcaL illetve az lio1 aramokat. Erre azért volt
sziikség, hogy meggy6zddjlink a 9-AC lcica)-ra vonatkozoé teljes szelektivitasarol a tervezett
APVC kisérleteinkhez. Ahhoz, hogy megakadalyozzunk barmiféle Icica) aktivalodast, mindkét
aram mérése soran 10 mM BAPTA tartalmu bels6oldatot, tovabba az I mérése soran
nisoldipine tartalmi perfiizids oldatot hasznaltunk. Korabban megmutattuk, hogy a pipetta
belsdben hasznalt 10 mM BAPTA alkalmas az Icica) kikapcsolasara, mivel gyorsan és nagy
kapacitassal képes a Icica) kalcium altali aktivacidjanak megakadalyazésara. Kisérleteink soran

0.5 mM 9-AC jelenlétében sem az IcaL Sem a lo1 nem kiilonbozott a kontrollhoz képest.

A lcica) hozzdjaruldsa az AP alakjanak kiilonbségeihez a kutya bal kamrai miokardium
transzmuradlis rétegeiben

Megvizsgaltuk 0,5 MM 9 AC-vel elért Icica) gatlas hatasat a bal kamra eliilsé falanak
kiilonb6z6 rétegeibdl szarmazd izolalt szivizomsejtekben. Az AP-okat alakjuk stabilizalodasat
kovetden (,,egyensulyi allapot”-ban) rogzitettiik kontroll oldatban, elséként 5 s ciklushosszon
(CL), majd fokozatosan csokkendé CL-akon (2s, 1s, 500 ms, 300 ms). Ezutan a CL-t 5
masodpercre valtottuk vissza és 9-AC-val perfundaltuk a sejteket. Megvartuk, amig a 9-AC
hatasa teljesen kifejlodott (jellemzéen 7-8 perc), majd az AP-k valtozo CL-on torténd rogzitését
a kordbbiakhoz hasonl6an megismételtiik. Végiil a gatloszer kimosasat végeztiik el a 9-AC altal
1étrehozott valtozasok visszafordithatosaganak tesztelésére.

A 9-AC csokkentette az AP 1. fazisanak amplitidojat az Gsszes vizsgalt sejttipusban. Az
lcica) gatlas a MID és ENDO sejtekben megnovelte az APDgo-et, de nem valtoztatta meg
szignifikansan az EPI sejtek APDgo értékeit. Az akcids potencial idétartamat a 9-AC forditott
frekvencia-fiiggdé modon novelte meg a MID és ENDO sejtekben, tehat a legkifejezettebb AP
nyUjto hatés a legkisebb ingerlési frekvencian (a legnagyobb ingerlési ciklushossznal; 5 s) jott
létre. Minden 9-AC-indukalt AP paraméter valtozas visszafordithatd volt a kimosas 10-15.
percén beliil. A nyugalmi membranpotencial (RMP) és a Vimax értékeit nem valtoztatta meg a 9-
AC.

A megfigyelt 9-AC-indukalt AP-valtozas transzmuralis kiilonbségeinek lehetséges okainak
tanulmanyozasa céljabol EPI sejteken 1 mM 4-aminopiridint (4-AP, lw1 inhibitor)
alkalmaztunk az 1. fazis csokkentésére. A beavatkozas altal az EPI sejtek AP profilja hasonléva

valt az ENDO sejtek AP-jahoz. A 9-AC a 4-AP folyamatos jelenlétében az AP paramétereit
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hasonlé modon valtoztatta meg, mint amit az ENDO sejtekben figyeltiink meg, azaz példaul a

9-AC meghosszabbitotta az AP-t 4-AP el6kezelt EPI sejtben.

A 9-AC hatasa a szivcsiucs és a szivbazis sejtjeinek AP paramétereire

Hasonlo kisérleteket végeztiink a bal kamrai midmiokardium szivcsticshoz kozeli (apikalis)
¢s a pitvarok felé esO (bazalis) részeibdl izolalt sejteken. A 9-AC mindkét sejttipusban az APDgg
novekedését és az AP 1. fazis amplitaddjanak csokkenését okozta. Az AP forditott frekvencia-
fliggd hosszabbodasa kifejezettebb volt a bazalis sejtekben, €s ez a kiilonbség szignifikansnak
adodott 0,5 és 1 s CL-on. A kiilonb6z6 transzmuralis rétegekbdl izolalt sejtekkel végzett
kisérleteink eredményeivel 6sszhangban a 9-AC nem befolyéasolta a RMP és Vmax értékeket, és

az AP paraméterekre gyakorolt hatasai visszafordithatoak voltak.

A négyszogimpulzusokkal vizsgalt Icica) aramsiiriiségek, valamint a TMEM16A és
Bestrophin-3 expresszios szintek kizel azonosak kiilonbozd bal kamrai régiokbol nyert
szivizomsejtekben

A 9-AC kiilonb6zé moddon valtoztatta meg az AP-kat a bal kamra kiillonb6z6 régioibol
szarmaz6 sejteken. A kiilonbségek okanak felderitése céljabol megvizsgaltuk, hogy az egyes
régiok sejtjei kozott van-e kiilonbség az Icica) aramslirliségében, illetve a legvaldszintibb Ici(ca)-
ért felelds fehérjék (TMEMI16A ¢és Bestrophin-3) expresszios szintjeiben. A 9-AC-érzékeny
aramokat a bal kamra kiilonb6zd eredetli sejtjeiben hagyomanyos négyszogimpulzusok
segitségével mértiik. A legnagyobb Icica) dramsiiriségek egyenldek voltak a vizsgalt sejt
eredetétdl fliggetleniil. Ez nem csak a transzmuralis, hanem az apiko-bazalis gradiens esetében
is igy volt. Az Icica) -20 mMV-ndl kezdett aktivalodni, és legmagasabb értéke +60 mV volt
minden vizsgalt sejttipusban, hasonldan a korabbi kozleményekben leirtakhoz. A TMEM16A
¢s a Bestrophin-3 expresszids szintjeit a B-aktinéval egylitt detektaltuk, €s arra normalizéltuk.
A vizsgalt sejtekben — a maximalis aramsiiriiséghez hasonléan — mind a TMEM16A, mind a
Bestrophin-3 esetében azonos normalizalt expresszios szinteket figyeltiink meg. A
hagyomanyos fesziiltség-clamp adatok €s a fehérjeexpresszios eredmények alapjan a 9-AC altal
l1étrehozott AP valtozasok regiondlis eltérései nem a csatorndk expresszidjanak kiilonbségei

miatt kovetkeztek be.

A lcica) profilok transzmuradlis heterogenitisa APV C segitségével mérve
A kiilonb6z6 régiokbol szarmazd bal kamrai sejtekben a 9-AC eltéréen befolyasolta az AP
alakjat és paramétereit. Ezen kiilonbségek megmagyarazasara Icica)y aramprofilokat

vizsgaltunk, amihez lg-ac-t rogzitettilk APVC-vel. Ezzel a technikaval az Icica)-t az egyes sejtek
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korabban rogzitett sajat AP-ja, mint fesziiltségparancs soran vizsgaltuk, hogy teszteljiik az AP
alakjanak fontossagat az dram aktivalasaban. Mivel a pipettaoldat nem tartalmazott kalcium-
puffereket vagy Ca?* -ot, igy a sejtek [Ca®*]i homeosztazisat nem modositottuk mesterségesen.
A lg.ac profilok dinamikajukban hasonlitottak a bal kamrai fal kiilonb6z0 transzmuralis
régidibol szarmazdé minden egyes sejttipusban, fiiggetleniil az AP-k alakjaban jol ismert
kiilonbségektdl. Az Is.ac profilok tartalmaztak egy korai, nagy és gyors kifelé¢ iranyuld
komponenst, amely megfelel az AP-ok 1. fazisanak, majd a végs6 repolarizacio (3. fazis) soran
egy késoi, kicsi és befelé iranyuld komponenst figyelhettiink meg. Azonban a kifelé iranyulo
komponens csicsanak aramsiiriisége, tovabba a normalizalt Ossztoltése is statisztikailag

nagyobb volt EPI sejtekben az ENDO sejtekhez képest.

Az AP alakjanak hatdsa az Icica) profilokra

Az EPI és ENDO sejtek kozott jelentds kiilonbséget talaltunk mind a 9-AC AP alakjara
gyakorolt hatasdban, mind az APVC-vel mért Ig.ac profilok (maximalis aramsiriiség €s
Ossztoltés) tekintetében. A jelenségek hatterében az EPI és ENDO AP-ok eltérd alakjat
sejtettiik, ezért teszteltiik az AP parancs alakjanak szerepét az Icica) aktivalasaban. Tipikus
ENDO ¢és EPI AP-kat valasztottunk és hasznaltunk fesziiltségparancsként APVC kisérletekben
mind ENDO, mind EPI sejteken. A lo.ac profilok mind az ENDO sejtekben mind az EPI
sejtekben mindkét stimulus parancsjellel hasonldak voltak. Azonban kiilonbség mutatkozott a
korai kifelé iranyuld komponens maximalis dramstiriiségének és dssztoltésének értékei kozott,
mivel az EPI parancsjelekkel aktivalt Icica) mindig nagyobb értékeket eredményezett,

fiiggetlentil att6l, hogy melyik sejttipust hasznaltuk Icica) rogzitésére.

A lcica) Szerepe az EAD-k létrejottében és a repolarizacio rovid tavu variabilitasaban

Az EAD egy teljes repolarizacio eldtti depolarizacio, az AP plato fazisa soran, és feleldsnek
tekinthet6 a malignus szivritmuszavarok kialakulasaért. Kisérleteink soran 0,5 mM 9-AC csak
a sejtek kis szadzalékaban indukalt EAD-t és csak hosszii CL stimulalas esetén. A nem specifikus
B-adrenerg agonista isoproterenol (ISO, 10 nM) alkalmazasaval elért [Ca?*]i ndvekedés nem
mutatott EAD-t egyik vizsgalt CL-on sem 9-AC hianyéaban, viszont a két vegytilet egyidejii
alkalmazasa sokkal gyakoribb EAD el6fordulast eredményezett, kiilondsen hosszu CL-0k
esetén.

A QT-intervallum rovid tavl variabilitasa jobb prediktiv értéket mutat a szivritmuszavarok
kialakulasaval kapcsolatban, mint maga a QT-intervallum id6tartama. Mivel a QT-intervallum
megfelel a kamrai AP id6tartaméanak, a QT-intervallum rdvid tava variabilitasat az AP
id6tartam rovid tava varidbilitdsaként (SV) lehet reprezentélni sejtszinten. Hangsulyozni kell,
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hogy ezeket a kisérleteket 1 Hz-es egyensulyi ingerléssel végeztiik, ezért az APD vagy SV
valtozasai nem lehetnek az EAD el6forduldsa miatt. Az SV legjobb dbrdzolasara a Poincaré
diagram alkalmas, melyeken az AP-k (APDgo) vagy a QT intervallumok id6tartamat abrazoljuk
a korabbi APDgo vagy QT intervallum iddtartam értékek fiiggvényében. A 9-AC novelte az
APDg értéket, mig az ISO hozzdadasa megsziintette ezt az AP megnyulast. A 24 vizsgalt
sejtben a SV értékek atlaga nagyobb volt 9-AC jelenlétében (3,1 £ 0,2 ms), de az ISO
hozzaadasa lecsokkentette az SV értéket (1,8 = 0,2 ms) a kontroll allapotban szamitott érték
(2,3 £ 0,1 ms) ala. Azonban 9-AC eldkezelés nélkiil az ISO még alacsonyabb értékre
csokkentette le a SV-t (1,4 = 0,1 ms). Még ennél is fontosabb, hogy a 9-AC jelenlétében az
egymas utani APDgo-érté¢kek kozotti kiillonbségek diszpergalasanak értékelésénél a kumulativ
eloszlasi gorbe a nagyobb beat-t0-beat variabilitas iranyaba tolodott, jelezve az egymast kovetd

APDgp értékek kozotti kiilonbségek novekedését.

A BAPTA-AM hatdsa az akcios potencidl morfologidjdra

a két legkézenfekvobb modszer a [Ca?*]i csokkentése kalciumkelatorral (pl. BAPTA), illetve a
[Ca?*]i novelése kalcium-ionofor (A23187) alkalmazasaval. Sejtjeinket a BAPTA sejt-
permedns acetoxi-metilészter formdjaval (5 uM BAPTA-AM) kezelve meghosszabbodott, mig
az 1 uM A23187 esetében rovidiilt a repolarizacio 90 % -ndl mért akcids potencial idOtartam
(APDgo). Ezek a valtozasok fokozatosan alakultak ki, bar a BAPTA-AM esetében az APDgo
kezdeti gyors novekedését figyeltiik meg. Az APDgo valtozdsai mellett az akcids potencial
(BAPTA-AM-mel) a platé potencialjat pozitivabb fesziiltségekre tolta, mikozben a [Ca?*];
emelkedése a platopotencidl jelentds csokkenését eredményezte.

A BAPTA-AM hatésat kordbban tanulméanyoztidk olyan koriilmények kozott, ahol az IcaL
nagysagat manipulaltak. Ca%" -csatorna-blokkol6 nisoldipine jelenlétében a BAPTA-AM altal
1étrehozott APD-hosszabbitas kismértékii, bar statisztikailag szignifikans volt 5 perc utan, és
atmenetinek bizonyult, mivel 20 percnyi BAPTA-AM expozici6 utan megsziint. Ezzel szemben
az lcaL novelése BAY K8644-gyel jelentdsen novelte a BAPTA-AM Aaltal eldidézett APDgo
nyujto hatast. Erdemes megjegyezni, hogy a BAPTA-AM hatasa kétfazisu volt BAY K8644
jelenlétében: a BAPTA-AM 5 percnyi alkalmazéasa utdn az APDgo elérte a maximalis értékét,
¢és ezutdn az APDgo fokozatosan csokkent, majd a BAPTA-AM alkalmazas 15. percében érte el

a minimumat.
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A lcaL gatl6 nisoldipine altal okozott platopotencial csokkenés, illetve a Ica, -0t megndveld
BAY K8644 altal 1étrehozott platd emelkedés hasonlit az A23189 és a BAPTA-AM esetében
latottakhoz. Ezeket az eredményeket egybevetve arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a
[Ca?")i csokkentése megnyujtja, mig novelése roviditi az akcios potencialt; és ezeket a hatdsokat
valésziniileg a Ica. Ca?*-fliggd inaktivacidja hozza l1étre.

A fenti eredményekkel szemben, amikor gatoltuk a sejtek Ixr aramat (100 nM dofetiliddel
vagy 300 nM E4031-el), a BAPTA-AM roviditette az AP-kat. Az Ikr gatloszerek az altalunk
alkalmazott koncentracidkban az Ikr aram tobb, mint 75 %-at gatoljak. A BAPTA-AM APDgo
roviditd hatdsa azonban atmenetinek bizonyult, hasonléan a BAY K8644 jelenlétében
alkalmazott BAPTA-AM 5 perc és 20 perc kozott tapasztalt atmeneti APDgo roviditési
tendenciajahoz. A kisérleteket elvégeztiikk ugy is, hogy forditott sorrendben alkalmaztuk a
szereket, tehat BAPTA-AM eldkezeléssel, illetve annak hidnydban vizsgéltuk 100 nM
dofetilide hatasat. A dofetilide mindkét esetben megndvelte az APDgo értékét, &m a szer AP
meghosszabbito hatasa szignifikdnsan kisebbnek bizonyult 5 uM BAPTA-AM jelenlétében. Az
onmagaban alkalmazott BAPTA-AM AP iddtartamot noveld hatasat kizardlag az Ikr gatlasa
valtoztatta ellentétes, AP iddtartamot csokkentd hatassd. A sejteket az Iks gatlo 1 uM HMR-
1556-tal®® eldkezelve ugyanis a BAPTA-AM hozzaadasa ugyanigy az AP idétartam tovabbi
novekedését okozta, mint az onmagaban alkalmazott BAPTA-AM.

Megvizsgaltuk a nisoldipine, BAY K8644, dofetilide és E4031 (szerek, melyeket BAPTA-
AM alkalmazisa el6tt hasznaltunk) idéfiiggd hatasat 20-30 percig tartd kisérletekben. Igy
bizonyosodtunk meg arrél, hogy a BAPTA-AM altal elidézett barmilyen APDgo valtozas nem
tulajdonithat6 az elékezelés soran alkalmazott szer id6fliggd hatdsanak.

Annak vizsgalatara, hogy a BAPTA-nak kizarélag az AM forméja valtoztatja meg az akcids
BAPTA-expozicid soran nem figyeltiink meg valtozast sem az akcids potencial idétartamaban
sem mas paraméterében. Ez azt sugallja, hogy az acetoximetil csoport jelenléte sziikséges a
BAPTA-AM akut APD-n6veld hatasanak kialakulasahoz. Az akcids potencialok idétartama és
konfiguracioja sem valtozott szignifikdnsan a kezeletlen kutya kamrai sejtekben a 60 perces

rogzitési 1d6 alatt, hasonléon a BAPTA jelenlétében tapasztaltakhoz.

A BAPTA-AM hatdsa az Ixr dramra
Az els6 kisérletsorozatban a perfiizids oldatban kiilséleg alkalmazott BAPTA-AM lk-re
gyakorolt hatasat vizsgaltuk 5 kamrai szivizomsejtben hagyomanyos fesziiltség-clamp

technikaval. Az lkr dramstirtiségét a —40 mV-ra torténd repolarizacié utan mért Ik, farokaram

18



amplitadobol szamitottuk. A sejtek Ikr aramstiriségét 5 uM BAPTA-AM a kontroll
koriilmények kozott mért érték 32+8 % -ara csokkentette (0,39+0,05 és 0,12+0,03 A/F, p <0,05,
n=5). Ez a hatés részlegesen reverzibilis volt, mivel BAPTA-AM-mentes perfuzids oldatban az
5 perces kimosasi id6 alatt az aram amplitad6 visszatért a kontroll értékének 76+5 % -ara.
Ezekben a kisérletekben a pipetta belsé oldat 10 MM BAPTA-t tartalmazott, igy tehat az
extracellularisan alkalmazott BAPTA-AM Ikt csokkentd hatasa fiiggetlen volt a BAPTA-AM

intracellularis Ca*-ot kelalo hatasatol.

A BAPTA-AM hatasa az Ixr aramra (APVC)

A hagyomanyos fesziiltség-clamp kisérletek nem idedlisak az ionaram gatlés
kovetkezményeinek vizudlis megjelenitésére az akcids potencial soran. Ezért akcios potencial
fesziiltség clamp kisérleteket is terveztiink, hogy vizsgalni tudjuk az 5 uM BAPTA-AM hatasat
az AP alatti Ikr aramprofilra. Mivel ez a technika az Ik, farmakologiai kivonasan alapul (1 uM
Ikr aramstriisége BAPTA-AM hianyaban (kontroll) és jelenlétében rendre 0,50+0,03 és
0,17+0,06 A/F (n=7 és n=5, p <0,05) volt, ami 66 %-os amplitiddcsokkenésnek felel meg. Még
nagyobb kiilonbség mutatkozott az akcidés potencidl alatti, Ik, 4ltal széllitott toltés
mennyiségében: kontroll koriilmények kozott 2245 mC/F, mig BAPTA-AM-ben 6+2 mC/F
(n=7 és n=5, p <0,05) értékeket kaptunk, mely a kontroll érték 27 %-aval egyenlé. A BAPTA-
AM Ca?" -pufferelé hatasat kizarhatjuk ezekben a kisérletekben is, mert a sejteket a kiils6
BAPTA-AM alkalmazésa eldtt el6zetesen BAPTA-val toltottiik fel (1asd a Modszerek részt).

A 9-phenanthrol hatdsa a szivizomzat fontosabb iondramaira

A 9-phenanthrol ionaramokra gyakorolt koncentraciofiiggd hatasat vizsgaltuk 1, 3, 10 és
30 uM  koncentracidban hagyomanyos fesziiltség-clamp technikdval. Minden egyes
koncentraciot 5 percen at alkalmaztunk, a kisérlet végén a kimosas 10 percig tartott. Kisérleteink
soran célunk a TRPM4 csatorndk Ca?*-fiiggd aktivalodasanak megakadalyozasa volt, ezért
10 mM BAPTA-t tartalmazé pipettaoldatot alkalmaztunk a citoplazmatikus Ca?* pufferelése
érdekében.

A befelé egyeniranyitd K* aramot (Ik1) hiperpolarizalo, —80 mV-r6l 200 ms-ig —130 mV-ra
tartd impulzusok alkalmazésaval regisztraltuk 0,05 Hz frekvencidn. Az dramot a —130 mV-0s
fesziiltségimpulzus végén hataroztuk meg. A 9-phenanthrol 10 pM-os vagy annal magasabb
koncentracioban szignifikansan csokkentette az Iki-et részben reverzibilis modon.

A gyors késdi egyeniranyito K™ aramot (Iky) 0,5 s idStartamu, —40 mV tartofesziiltségrol
+40 mV-ra depolarizaldé impulzusokkal aktivaltuk. Az Ikt a =40 mV-ra torténd repolarizacio
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soran megjelend farokaramokként értékeltiik. Méréseink soran az L-tipust kalciumaramot (IcaL)
¢s az Iks-t farmakologiailag gatoltuk. Az Ik, farokaramok amplitidoi fokozatosan csokkentek a
reverzibilis.

Az L-tipust kalciumaramot (Ica) +10 mV-on rogzitettilk —80 mV tartofesziiltségrol 200 ms-
ig tartdo depolarizacioval 1 Hz frekvencian. A tesztimpulzust egy rovid idétartamt (20 ms)
—40 mV-ra térténd depolarizacié eldzte meg a Na* aram megsziintetése céljabol. A 9-phenanthrol
jelenlétében +10 mV-on egy koncentracio-fiiggd modon ndvekvo, de egy adott koncentracional
a tesztpotencial fennallasa alatt 4lland6 amplitidojua (a tovabbiakban ,,steady”) kifelé iranyuld
aramot tapasztaltunk, ami csak részben volt reverzibilis a szer kimosdsa sordn. A csucsaram és a
depolarizal6d impulzus végén mért aram kozotti kiillonbségként meghatarozott Ica . amplitudot a
9-phenanthrol nem befolyésolta 30 uM koncentracioig.

A tranziens kifelé iranyul6 kaliumaramot (It1) +40 mV-ra t6rténd depolarizacioval aktivaltuk
—80 mV-os tartéfesziltségrdl 0,05 Hz frekvencian. A tesztpotencialra 1€épés eldtt 10 ms-ig tartd
-40 mV prepulzust alkalmaztunk a gyors Na™ dram inaktivalasahoz, mig az IcaL és Iks &ramokat
1 uM nisoldipinnel és 1 uM HMR-1556-mal gatoltuk. Hasonldan az IcaL mérések soran
tapasztaltakhoz, a 9-phenanthrol jelenlétében megfigyelhetiink egy ,.steady” kifelé iranyuld
aramot. Az Iw1-et a csucsdram és a teljes inaktivacid utan mért fenntartott aramkomponens
(40 ms-mal a +40 mV depolarizacié kezdetét kovetden) kozotti kiillonbségként hataroztuk meg.
A 9-phenanthrol szignifikdnsan gatolta az Iw1-t 10 és 30 uM koncentracidban, és ez a hatés
nagyrészt reverzibilisnek bizonyult.

Amint azt kordbban is emlitettem, 9-phenanthrol jelenlétében +10 mV és +40 mV potencidlon
egy ,,steady” kifel¢ iranyuld aramot rogzitettiink. Megkiséreltiik ezt az aramot kozvetleniil is
megjeleniteni egy 200 ms hosszl, +5 és —120 mV kozatti fesziiltségrampa segitségével. A rdmpat
el6szor 9-phenanthrol hidnyaban, majd annak jelenlétében alkalmaztuk, 1 Hz ingerlés mellett. 9-
phenanthrol jelenlétében a rampa segitségével kapott aram-fesziiltség Osszefiiggés a negativ
agaban (valoszinisithetden az Ik; gatlasanak kdvetkeztében) és a —40 mV-nal nagyobb potencial
tartomanyban is eltért a kontroll kriilmények kozott rogzitettl. Annak ellendrzésére, hogy ez az
aram nem csak fesziiltségrampa soran tapasztalhatd, megmértiik a 9-phenanthrol altal indukalt
»steady” aramot allando, —40, +10 és +40 mV membranpotencidlokon is. A ,steady” kifelé
iranyuld aram 3 pM 9-phenanthrol koncentracio folott +10 és +40 mV-os tesztpotencidlon is

crcr

hogy —40 mV-on nem tapasztaltunk ilyen ,,steady” aramot.
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A 9-phenanthrol hatdsa az akcios potencial morfologidjara

A 9-phenanthrol az akcios potencial idétartamanak 50 %-anal mért platopotencial (platdso)
koncentraciofiiggd csokkenését okozta. Ez a hatds 3 uM f616tti koncentracional szignifikéns, és
kimosas soran reverzibilis volt. A depolarizacié maximalis sebessége (V' max), ami aranyos a
gyors Na" aram aramstirliségével, szintén szignifikdns mértékben csokkent 1 pM-nal nagyobb
koncentraciok esetén, de csak részben volt visszafordithaté a kimosds soran. 30 uM 9-
phenanthrol nem valtoztatta meg szignifikans mértékben a nyugalmi membranpotencialt
(—82,2+0,9 versus —80,5+1,2 mV a 9-phenanthrol tavollétében és jelenlétében, n = 16, nem
szignifikans), azonban szignifikansan csokkentette a csucspotencial értékét, és igy az akcids
potencial amplitaddjat is. (rendre 25,3£1,8 mV-rol 9,2+2.3 mV-ra; illetve 107,5+1,6-r6l
99,7£2,1 mV-ra, n=16, p<0,05).

A 9-phenanthrol szignifikansan csdkkentette a korai repolarizacio (1. fazis) meredekségét. Az
gyakorolt hatasai koziil ez volt a legjellemzobb: mar 3 uM koncentracio esetén szignifikans volt,
¢s teljesen reverzibilisnek bizonyult. Az elsé fazis repolarizacié amplitiddja, amit a
csucspotencial és az incisura bemélyedése kozott mértiink, szintén szignifikansan csokkent
30 uM 9-phenanthrol hatasara (22,5 + 2,0-r6l 6,0 = 1,7 mV-ra, n = 16, p <0,05). A terminalis
repolarizacio sebességét (Vmax), ami jol korreldl az ki stiriiségével®, szintén szignifikansan
csokkentette 10 €s 30 uM 9-phenanthrol, azonban ez a jelenség kevésbé volt kifejezett az 1.
fazisra gyakorolt hatdsokhoz viszonyitva, és csak részben volt visszafordithatd kimosés soran.

A 9-phenanthrol hatisa az akcids potencial 90 %-os repolarizacidjdhoz tartoz6 idétartamra
(APDgo) nem volt egységes a vizsgalt szivizomsejtekben. Valamennyi, (16 db) sejtnek megfeleld
APDgp atlagértékek nem mutattak szignifikans valtozast 10 uM 9-phenanthrol koncentracioig,
azonban 30 uM jelenlétében az APDgo novekedni kezdett, ami a kimosas alatt is folytatodott.
Hasonlo6 jelenséget tapasztaltunk a 16 vizsgalt szivizomsejtbdl 12 esetén, azonban 4 szivizomsejt
az APDg jelentds csokkenésével reagalt a kezelésre. A kimosas sordn azonban az APDgg az
emlitett 4 sejtben a kontrollnal hosszabb lett. A tobbi vizsgalt akcios potencidl paramétert
hasonloan befolyasolta a 9-phenanthrol a szivizomsejtek mindkét csoportjaban. A 9-phenanthrol
alkalmazasa el6tt, kontroll koriilmények kozott mért akcids potencial paramétereket koziil, az
alabbiak voltak statisztikailag szignifikansan eltérdek a két sejtcsoport kozott: a platdso és az 1.
fazis végén mért legnegativabb fesziiltségek magasabbak voltak; mig az APDgo rovidebb volt az
akcids potencial megnyulasaval reagald sejtekben, mint a 9-phenanthrol kezelést kovetden AP

rovidiilésével reagalo sejtekben.
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Megbeszélés

A kalciumfiiggo-kloridaram szerepe a repolarizdacio térbeli és idobeli

heterogenitasdaban

Az lcica) hatasa az AP konfigurdciora és a repolarizdacio térbeli heterogenitdsdra

A korabbi vizsgalathoz hasonléan a 9-AC nem moddositotta a Vmax-ot egyik vizsgalt
sejttipusban sem, jelezve, hogy a szer nincs hatéssal a gyors Na* aramra. Ezaltal a szer alkalmas
a lci(ca) szerepének tanulményozasara AP mérések soran is. A 9-AC meghosszabbitotta az AP-
t ENDO ¢és MID sejtekben is a korabbi eredményekkel 6sszhangban. EPI sejtekben azonban
nem okozott AP megnyulast. Ez az Ik, felhalmozodasa altal kivaltott esetleges roviditd
hatasnak, valamint a kisebb Ca?*-bearamlasnak koszonhetd a kifejezett tiiske és kupola AP
konfiguracio hidnydban. Ez az AP rovidité hatds ugy tlnik, kiegyenliti a 9-AC altal okozott
lci(ca) gatlas miatt varhaté AP megnyulast.

A repolarizacio6 1. fazisanak nagysagat a 9-AC minden vizsgalt sejttipusban csokkentette.
Az 1. fazis eldzetes csokkentése utan (az i1 részleges, 1 mM 4-AP-vel torténd gatlasaval) az
EPI sejtek AP alakja hasonlova valt az ENDO-okéhoz. Amikor a 9-AC-t ilyen koriilmények
kozott alkalmaztuk, akkor az AP paraméterek valtozasa gyakorlatilag azonos volt az ENDO
sejtekben megfigyeltekkel. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a 9-AC APD-re gyakorolt
hatasanak hianya EPI sejteken a nagy I stirliség altal 1étrehozott kifejezett tiiske és kupola AP
konfiguracionak tulajdonithat6. Ez 6sszhangban all a Zygmunt és mtsai. altal leirtakkal, akik
szintén fontos szerepet tulajdonitottak az Iii-nek a késObbi iondramok aktivalasaban, mint
példaul a Ici(ca) €s Ica,L.

Eredményeink jol illeszkednek egy korabbi tanulméanyhoz a kisérleti koriilmények kozotti
kiilonbségek ellenére is. Verkerk és mtsai. az AP méréseiket nyal bal kamrai
szivizomsejtekben, patch-clamp konfiguracioban végezték, és DIDS-et hasznaltak a Ici(ca)
gatlasara, mikozben mi 9-AC-t alkalmaztunk kutya bal kamrai szivizomsejteken, hegyes
mikroelektroda technikéval. Mindazonaltal AP megnyulast 6k sem talaltak az EPI sejtekben,
kivéve a leggyorsabb stimulacids sebességen, 3,33 Hz-en. Ezenkiviil, a mi megfigyelésiinkhoz
hasonléan a Icica) DIDS-el torténd gatlasa az EPI sejtek AP-jat 1 Hz-en csak lwo1 gatlas
jelenlétében hosszabbitotta meg. Eredményeinkkel dszhangban egy szintén kutya sejteken
végzett vizsgalatban az APD csak akkor novekedett, amikor a repolarizaci6 1. fazisa lasst €s

csekély volt (mint a MID és ENDO sejtekben).
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A MID, az ENDO ¢s a 4-AP-nel elokezelt EPI sejtekben a Icica) gatlasa forditott frekvencia-
fiiggé mddon hosszabbitotta az AP-t. Ez megegyezik a kutya és mas emldsfajok APD-anak
frekvencia-fiiggd valtozasairdl szoldo korabbi megallapitasainkkal. Ezen kiviil két masik
tényez6 is hozzdjarulhat a 9-AC-indukalt, frekvenciafiiggd AP megnyuldshoz. Az egyik a
[Ca?")i frekvenciafiiggd ingadozasa, ami nagyobb mértékii magasabb ingerlési frekvencia
esetén mind egyensulyi, mind nem-egyensulyi allapotban. Ezenkiviil a [Ca%*]i jol korrelal a Io.
ac—ként, négyszogimpulzusokkal mért Icica-mal. Egy masik tényezd az lwo1 aramstiriség
frekvenciafiiggd viselkedése, mivel az aktivalhato csatornak szama nagy ingerlési frekvencian
csokken az Iia viszonylag lassu inaktivaciobol torténd visszatérése miatt®. Ez abban
tilkroz6dott, hogy a repolarizacio 1. fazisa frekvenciafiiggd tulajdonsagokat mutatott kontroll
koriilmények kozott, mivel nagyobb volt hossza CL-nal. Ezenkiviil, ez a frekvenciafiiggés jelen
volt akkor is, amikor a Icica-t 9-AC-vel gatoltuk mind az 5 vizsgalt sejttipusban (nem
abrazoltuk). Emiatt az 1. fazis frekvenciafiiggését inkabb befolyasolja az lw1 inaktivacios
kinetikéja, mint a Icica) nagysaga. Ez hangstlyozza a forditott frekvencia-fiiggésnek, mint a
szivizom belsé tulajdonsdganak a tényét. Ezért a Icica) szerepe a APD transzmuralis
heterogenitdsanak csokkenésében lassu szivverésnél erdteljesebb, mint ahogy azt nyul
szivizomsejteken végzett kisérletek is bizonyitottdk. Ez még fontosabba teszi az Icica)
repolarizacidhoz torténd hozzajarulasat, mivel a repolarizacid heterogenitasa alacsony
frekvencian a legnagyobb.

Vizsgalatunk els6ként irja le az Icica) apiko-bazalis hozzajarulasat az AP konfiguraciohoz.
A kiindulési AP paramétereink hasonloak voltak a korabban publikalt értékeinkhez, és a 9-AC-
indukalt AP paraméterek apiko-bazalis irdnyu véltozasai hasonloak voltak a transzmuralis

iranyban tapasztaltakhoz. Ismét, az AP repolarizaci6 heterogenitasat Iciica-mal csokkentettiik,

¢és ez a hatas a legerdsebb a lassu stimulacids sebességeknél volt.

A lcica) és annak ioncsatorna fehérjéi kozotti transzmuradlis kiilonbség

A lg.ac felhasznalhato a lcica) AP-hoz valo hozzdjarulasanak feltarasara kozel fiziologias
koriilmények kozott (APVC-vel, megtartott intracellularis Ca?* homeosztazis mellett)?*, ennek
ellenére a Ici(ca) regionalis kiilonbségeit még nem vizsgaltak ilyen mddon. Két hasonld vizsgalat
tortént, az egyikben egy "tipikus" AP-t alkalmaztak parancsjelként perforalt patch mérésekben,
nem specifikus lcica) gatloszereket hasznalva a masikban pedig a fiziologias kalcium
homeosztazisba avatkoztak bele, ugyanis a pipetta belsé 10 mM EGTA-t tartalmazott.
Méréseinkben a Io.ac korai kifelé irdnyuld komponensének aramstirlisége statisztikailag

szignifikansan nagyobb volt az EPI sejtekben az ENDO értékekhez képest. Ez az EPI-ENDO
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kiilonbség varatlan volt, mivel Zygmunt altal végzett korabbi vizsgalat nem szamolt be a Ici(ca)
aramstiriségének transzmuralis kiillonbségérdl kutya bal kamrajaban. Az idézett vizsgalat EPI
¢s MID sejtek Icica) dramsiiriségét 0sszehasonlitd eredményei teljes mértékben egybehangzdak
a jelen értekezésben taglalt kisérleti eredményekkel. Azonban 0k a Icica-t nem vizsgéltak
ENDO sejtekben, és hagyomanyos négyszogimpulzusokat alkalmaztak az aram nem-specifikus
gatloszerének (DIDS) hasznalataval. Jelen kisérleteink alkalméval 9-AC-t hasznaltunk mind az
APVC, mind a hagyomanyos fesziiltség-clamp mérések soran, azonban az utobbi esetben nem
talaltunk szignifikdns kiilonbséget a Icica slrliségében sem a kiillonb6zd transzmurélis
rétegekbdl szarmazo, sem az apikalis vagy bazalis eredetli midmiokardialis sejtek
Osszehasonlitdsakor. Az értekezésben bemutatott eredményekkel ellentétben, a hagyomanyos
fesziiltség-clamppel mért Icica) amplitudd szignifikdnsan nagyobb volt macska EPI sejtekben
az ENDO sejtekhez képest, ami fajok kozotti kiilonbséget sugall a Icica) transzmurélis

eloszlasaban.

Az EPI sejtek nagyobb Icica) siiriiségét az AP alakja hatdrozza meg

A 9-AC-indukélt AP megnyulés erdteljesebb volt ENDO sejtekben, mint EPI sejtekben.
Tovabba a lg.ac korai kifelé irdnyulé komponensének dramsiirlisége is nagyobb volt EPI
sejtekben, mint ENDO sejtekben APVC-koriilmények kozott. Ezzel szemben a Ig.ac
aramsliriiségben nem tapasztaltunk transzmuralis kiilonbségeket hagyomdényos fesziiltség-
clamp kisérletek soran. Megjegyzendd, hogy az ingerldjel formdja jelentdsen kiilonbozik a
hagyomanyos fesziiltség-clamp (négyszogjel) és az APVC esetén (sajat, fiziologias AP). Ezért
vizsgaltuk azt a hipotézist, hogy az ingerljel (ingerld AP) alakja lehet felelés az EPI-sejtek
nagyobb lcica) stiriségéért. Ehhez korabban rogzitett tipikus ENDO és EPI AP-t hasznaltunk
ingerldjelként. Az ENDO AP csak lassu és kis amplitadoju 1. fazissal rendelkezik, mig az EPI
AP 1. fazisa gyors és nagy, amit egy kifejezett kupola kovet. A jellegzetes EPI ingerld AP
nagyobb korai kifelé iranyuld Icica-t indukalt, mint az ENDO AP, fiiggetleniil att6l, hogy
APVC soran az ingerldjelet EPI vagy ENDO sejteken alkalmaztuk. Ezek az eredmények
hasonldak a csoportunk altal kordbban kutya és human bal kamrai szivizomsejtekben mért
nisoldipine-érzékeny aram esetében tapasztaltakhoz. Kimutattuk, hogy a nisoldipine-érzékeny
aram toltése jelentdsen nagyobb volt az EPI AP soran az ENDO-hoz képest. Ez a Ici(ca)
erdteljesebb aktivalodasat eredményezheti az AP korai fazisdban. Nehéz megjosolni a pontos
mechanizmust, mivel a [Ca?*]ws mellett a membranpotencial is befolyasolja a Icica)
aktivalodasat. Az EPI AP jellegzetes 1. fazisa kettds hatdst gyakorol a Icica-ra. Az 1. fazis

soran folyamatosan csokkend membranpotencial egyrészt csokkenti CI° elektrokémiai
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gradiensét, és igy kozvetleniil gatolja a Cl” bedramlasat, masrészt viszont elésegiti a Ca?*
bearamlasat a Ca?* megnovekedett hajtoereje és az LTCC-k |-V karakteriszikdja miatt.
Kisérleteink alapjan a hangsulyosabb 1. fazis (EPI AP) hatasa 6sszességében az Icica) korai
kifel¢ iranyuld komponensének ndvekedését eredményezi. Ez a nagyobb aram biztosan nem az
EPI sejtekben 1évoO csatornafehérjék nagyobb siirtiségének tulajdonithatd, mivel a TMEM16A
¢s a Bestrophin-3 expresszidja mind transzmuralis, mind apiko-bazélis irdnyban egyenld volt.
Bar a Cay1.2, az LTCC-k porusképzo alegységének expresszios szintjét nem vizsgaltuk ENDO
sejtekben, a kifejezodés mértékét egyenldnek talaltuk EPI €s MID sejtekben, hasonldan a jelen
munkankban leirt egyenl6 TMEMI16A ¢és Bestrophin-3 stirtiséghez.

Az lcica) hatdsa a bal kamrai repolarizdcio idobeli valtozékonysdagdra és az EAD képzddésre

A repolarizacié megnyulasa noveli a szivritmuszavarok el6fordulasat, mivel EAD-okhoz és
TdP-hez vezethet®®. Azonban az Eurdpai Szivritmus Tarsasag (European Heart Rhythm
Association) és az Eurdpai Sejtszintli Szivelektrofizioldgiai Munkacsoport (European Working
Group on Cardiac Cellular Electrophysiology) allasfoglaldsa és irdnyelvei’ szerint a
repolarizacid rovid tava variabilitdsa (SV) a szivritmuszavarok elérejelzében fontosabb, mint
onmagdaban a repolarizacié megnyulasa.

A kordbban emlitett vizsgalatok szerint barmely SV csokkentdé beavatkozasnak lehet
antiaritmias tulajdonsaga. Az értekezésben targyalt SV szamitasok alapjat képezo kisérleteinket
1 Hz-es steady-state ingerléssel végeztiik, és ezen koriilmények kozott nem tapasztaltunk EAD-
t, ezért az APD vagy SV valtozasai nem lehetnek az EAD el6forduldsa miatt. A 9-AC az SV
novekedését indukalta, ami a Icica) antiaritmids szerepét sugallja. A Icica) lehetséges
antiaritmias tulajdonsagat tovabb erdsiti, hogy a Icica) gatlasakor EAD-ket detektaltunk 1 Hz-
nél alacsonyabb ingerlési frekvencian. Az Icica) antiaritmias szerepét alatdmasztd tovabbi
bizonyiték, hogy 9-AC ¢és ISO egyidejli jelenlétében nagyobb EAD incidenciat tapasztaltunk,
mint kizarolag 9-AC jelenlétében. Az ISO Ica L ndveld hatdsa jol ismert, ezaltal ISO jelenlétében
novekszik a [Ca?*]ws, ami nagyobb lcica-hez vezet. Ha ezt a megnovekedett — és feltehetden
antiaritmids hatasu — lcica)-t 9-AC-vel gatoljuk, logikusan nagyobb EAD eléforduléas varhato,
csakugy, mint amit kisérleteinkben lattunk.

A jelen értekezésben és korabbi publikaciokban is az SV érték szamitasara hasznalt képlet
nem érzékeny modszer annak vizsgalatara, ha csak néhany AP hosszisaga kiilonbozik erdsen
az atlagtol. Az atlagtol vald nagymértéki eltérés annal valoszintibb, minél tobb egymast kovetd
AP-t haszndlunk. Az egymast kovetd APD értékek hirtelen nagymértékli valtozasanak

el6fordulasa azonban nem feltétleniil homogén a miokardium kiilonb6z6 eredetii sejtjeiben.
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Egy ilyen valtozas hatékonyabban valthat ki szivritmuszavart, mint egy hatéanyag a fokozatos
¢s egyidejii APD noveld hatdsdnak kifejtése soran. Ezért az egymast kovetdé APD értékek
kozotti  kiilonbséget 1 ms-os tartomanyonként csoportositottuk, ¢és kiszdmitottuk a
megjelenésiik kumulativ valdsziniiségét az 50 elemzett AP kozott esetlegesen eléfordulo
szokatlanul rovid vagy szokatlanul hosszi AP-k érzékenyebb észlelése érdekében. Ezt az
elemzést hasznalva, a 9-AC jobbra tolta a kumulativ valosziniiségi gorbét, ami az egymast
kovetd APD értékek kozotti kiilonbségek novekedését, tehat aritmogén hatést jelez. Az ISO
onmagaban antiaritmids hatasti, mivel a kumulativ valoszinliségi gorbét balra tolta. Ez az
antiaritmias hatds azonban kisebb volt 9-AC jelenlétében, mert a kumulativ valdszintiségi
gorbét az ISO kisebb mértékben tolta balra 9-AC jelenlétében, mint Onmagéban.
Hasonloképpen, a 9-AC és az ISO egyiittes jelenlétében az SV értéke nagyobbnak adodott, mint
az dnmagaban alkalmazott ISO esetén. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy az Icica) hozz4jarul az ISO
altal okozott SV csokkenéshez. Eredményeink mindegyike aldtdmasztja az Ici(ca)
szivritmuszavarral szembeni védd szerepét, az APD heterogenitasanak fent emlitett térbeli
csokkenéseével egyiitt.

A jelen értekezésben bemutatott eredmények 0Osszhangban vannak munkacsoportunk
korabbi tanulmanyaval mely a Icica) véd0 szerepét a cézium és az ouabain altal indukalt kutya
kamrai szivizomsejt EAD modellekben is feltételezte. Ezzel szemben juh kamrai sejteken a
DIDS alig volt hatassal az EAD-k paramétereire. A kiilonb6zd fajoktol eltekintve, a juhokon
végzett vizsgalatban noradrenalint alkalmaztak EAD kivaltasara, illetve a DIDS, egy nem
specifikus lcica gatloszer (amely gatol Na* csatornakat is) EAD paraméterekre gyakorolt
hatasat tanulmanyoztak. A jelenlegi vizsgalatban EAD-ket nem idéztiink el6, de eléfordulasi
gyakorisagukat 9-AC, a lcica) specifikus gatloszerének hidnyaban vagy jelenlétében vizsgaltuk.
E kiilonbségek miatt nehéz dsszehasonlitani ezeket a vizsgalatokat.

Megemlitendé tovabba a DAD ¢és a Icica) kapcsolata. Ismert, hogy a DAD
szivritmuszavarokat provokalhat TdP elinditasaval. A DAD-kat nem csak az Incx forward
modja, hanem az Icica) 1s létrehozhatja, legaldbbis bizonyos fajokban és sejttipusokban.
Korabban kimutattak a Icica) aktivalasanak szerepét Ca?*-tltoltott kutya kamrai, nyul pitvari,
kamrai és Purkinje, valamint juh Purkinje és kamrai sejtek DAD-inak eldidézésében. Az ISO
altal indukalt kloridaram (és DAD-k) jelenlétét nem figyelték meg kutya kamrai sejtekben, de
ugyanolyan kisérleti koriilmények kozott tengerimalac kamrai szivizomsejtekben kimutattak a
membran depolarizacidjat. Lehetséges, hogy az 1 uM ISO 20 masodpercig torténd alkalmazasa
nem volt elegendé Ca?*-tilterhelés indukalasara, és ezaltal az Icica) és a DAD-k aktivéldsara a

kutyakbol szarmazoé szivizomsejteken. Hasonloképpen, ISO jelenlétében DAD-kat nem
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észleltiik kisérleteink soran, jelezve, hogy a 10 nM ISO nem okoz Ca®* tulterhelést kutya kamrai
szivizomsejtekben. Lehetséges DAD-k létrehozasa kutya sejtekben Ca?*-tulterheléssel, de az

ISO-t ehhez 100-szor magasabb koncentracioban, és ouabainnal egyiitt kellett alkalmazni.

Osszefoglalds és lehetséges relevancia

Az értekezésben bemutatott eredmények arra utalnak, hogy a Icica) v€d6 szereppel bir a bal
kamrai szivizomzat ritmuszavaranak kockazataval szemben. Az Ici(ca) €2t @ repolarizacio térbeli
¢s idébeli heterogenitasanak egylittes csokkentésével éri el. Amint azt korabban emlitettiik, az
lcica) gatlasa hasznos lehet a Ca®* tilterhelés ltal indukalt DAD-k csokkentésére. Ugyanakkor
azonban az Icica) gatlasa novelheti a szivritmuszavarok kockazatat a repolarizacio térbeli és
idébeli heterogenitdsanak és az EAD képzddés gyakorisdganak ndvelésével. Amint azt
kimutattuk, az EAD képzddés el6fordulasa még nagyobb volt a Icica) gatlasakor ISO egyiittes
jelenlétében. Ezért olyan klinikai kdrnyezetben, ahol B-blokkol6t alkalmaznak a szivfrekvencia
és a Ca?" tulterhelés csokkentésére, a Icica) antiaritmias hatdsa még kifejezettebb lehet, mivel a

lcica) a lasst szivfrekvencidkon hatékonyabban csdkkenti az APD heterogenitast.
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A BAPTA-AM akcios potencidl idotartamdra kifejtett hatdsa

A jelen vizsgalatban egyértelmiien kimutattuk a Ca* kelatképzé BAPTA-AM reverzibilis
Ikr-t gatlo hatasat kutya kamrai szivizomsejtekben. Eredményeink megegyeznek Tang és mtsai.
eredményeivel, akik szerint a BAPTA-AM ICso értéke 1,3 uM volt HEK 293 sejtekben
expresszalt HERG-csatorndkon (és mas expresszalt K csatornan is hasonldénak adodott). A
szerzok ugy talaltak, hogy a BAPTA-AM a nyitott hERG csatorndkhoz kotodik. Ezért kissé
meglepd, hogy hasonldé mértékii gatld hatést figyeltiink meg a hagyomanyos fesziiltség clamp
¢s akcids potencial fesziiltség clamp koriilmények kozott (az Ikr aram a kontroll értékek rendre
32 és 349% -ara csokkent). A hasonlo gatlo hatas valdsziniileg a hagyomanyos fesziiltség-clamp
kisérletekben alkalmazott +40 mV-os aktivacios fesziiltség kovetkezménye, szemben a kevésbé
pozitiv akcids potencidl platéhoz képest, ellenstlyozta a magasabb, 1,4 Hz-es ingerld
frekvencia az utdbbi kisérleti elrendezésben. Mindkét fesziiltség clamp kisérlet legfontosabb
iizenete, hogy amikor olyan sejtekben vizsgaljuk a sziv iondramainak Ca®* fiiggését, amelyek
hERG csatornat (és néhany mas K*-csatornat) expresszalnak, a kiils oldatban BAPTA-AM
nem hasznalhaté kisérleti Ca?" kelatképzoként a BAPTA-AM kozvetlen, K* dramokat gatld
hatasa miatt.

Kisérleti eredményeink azt mutatjak, hogy az aktudlis kisérleti elrendezéstdl fiiggben a
BAPTA-AM idében valtozod és nagyon Osszetett hatast gyakorolhat az APDgo-re, igy az
eredmények magyarazata sziikségszertien spekulativ. A BAPTA-AM gyorsan (5 perc alatt)
kialakulo hatasa, az APDgo szignifikans megnyujtasa hatterében nagyon valoszini, hogy az Ikr
BAPTA-AM altali gatlasa all. Ezt az egyszer(i képet arnyalja, hogy a BAPTA-AM akut AP
hosszabbit6 hatasat csokkentette a nisoldipine €s ndvelte a BAY K8644, ami a Ica valtozasanak
a BAPTA-AM altal létrehozott APDgo véltozasban betoltott szerepére utal. Figyelembe kell
venniink tovabba, hogy a BAY K8644 ¢és a nisoldopin hatdsara nem csak a Ica ndvekedett vagy
csOkkent, hanem a BAPTA-AM kezelés el6tti APDgo valamint a platod potencial érteke is. Az
Ikr-gatlas AP-t ny(jto hatasa sokkal kifejezettebb, ha az APDgo hosszabb, mint ahogy azta BAY
K8644 jelenlétében is tapasztaltuk, és sokkal kisebb, ha az APDgo rovidebb, amint azt
nisoldipine jelenlétében megfigyeltiik. Ezenkiviil az Ikr relativ fontossaga az APDgo
szabalyozasaban erdsen novekszik a platd pozitivabb potencialok felé tolodasaval, mivel az I,
gyorsabban aktivalddik pozitivabb fesziiltségeken. Ez szintén hozzajarulhat ahhoz, hogy BAY
K8644 jelenlétében a BAPTA-AM kifejezettebben megnyujtotta az AP-t, mint nisoldipine

jelenlétében.
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Amikor a sejteket Ixr-gatlo szerekkel (dofetilide vagy E4031) elokezeltiik, a BAPTA-AM
nem tud tovabbi Ikr gatld hatast kifejteni. Illyenkor a BAPTA-AM csokkentette az APDgo-€t,
amely hatas valdsziniileg a [Ca®']i csokkenéséhez kothetd. Ennek a BAPTA-AM altal indukalt
rovidiilésnek a legvaldsziniibb magyarazata a fiziologias koriilmények kozott befelé iranyulo
Na*/Ca?* csere aram (NCX) kifelé iranyulova valasa a csokkent [Ca®']i kovetkeztében. Ezzel
Osszhangban, a BAY K8644-gyel elokezelt szivizomsejtekben a BAPTA-AM kezdetben az
APDgo ndvekedését okozta, majd 5 perc utdn az APDgo tendencidézus csokkenése kovetkezett
be. Ennek oka valoszintlileg az, hogy a hosszii AP ¢€s pozitivabba valo platdpotencial reverz
modu, kifelé iranyuld NCX aram létrejottének kedvez. Ez a hatas Osszefiigghet a [Ca?'];
pufferelése kovetkeztében tapasztalt szignifikans APDgo rovidiiléssel patkany, tengerimalac és
gorény szivizomsejtekben.

A BAPTA-AM altal 1étrehozott APDgo roviditd hatas csak atmeneti volt, a hosszan tarto
BAPTA-AM expozicid6 a progressziv AP megnytlast okozott. Ez az AP nyujtdé hatés
nyilvanvalo volt kontroll koriilmények kozott is, ahol nem észleltiink dtmeneti rovidiilést (csak
egy kis bemetszést 5 perc utan). Az APDgo meghosszabbodasat egy vagy néhany Ca?*-fiiggd
kifel¢ irdnyulé aram kikapcsolasa is okozhatja. Ilyen lehet példaul a Ca?*-fiiggd CI 4ram, és a
lcar Ca?'-fliggd inaktivaloddsinak megsziintetése szintén hozzajarulhat ezen jelenséghez.
Osszefoglalva, amikor a sejteket Ik-gatlo szerekkel kezeltiik, tehat a BAPTA-AM nem tudott
tovabbi Ik, gatlo hatast kifejteni, akkor a [Ca?']i pufferelése az APDgo kétfazisti valaszat

eredményezte: az AP tranziens kezdeti rovidiilését az AP fokozatos meghosszabbodasa kdvette.
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A TRPM4 gatloszer 9-phenanthrol hatdsa az akcios potencialt létrehozo fobb
ionaramokra

Munkénk soran a TRPM4 gatloészer 9-phenanthrol akcids potencidl konfiguraciora és a
legfontosabb, azt 1étrehozd ionaramokra gyakorolt hatasait vizsgaltuk kutya bal kamrai
szivizomsejteken. Fesziiltség-clamp méréseinkhez 10 mM BAPTA-tartalmu pipetta bels6t
hasznaltunk a TRPM4 csatornak Ca?*-fiiggé aktivacidjanak kikapcsolasa érdekében azért, hogy
vizsgalhassuk a 9-phenanthrol Ca?*-t6] fiiggetlen, direkt csatorna hatasait. A 9-phenanthrol a
koncentracio fiiggvényében az altalunk vizsgalt K* aramokat (L1, lkr és Ik1) gatolta, azonban a
IcaL-ra nem volt befolyassal. Ragcsalok kamrai szivizomsejtjeiben a 9-phenanthrol 10 uM
koncentracioban nem hatott az Ica-ra és a teljes K* aramra (Ik), de 100 uM koncentracioban
mar ezen dramokat jelentosen gatolta. Méréseink eredményei egybevagnak az elébb emlitett
kutatas adataival, a 9-phenanthrol az altalunk hasznalt legmagasabb koncentracioban (30 uM)
sem volt az IcaL-ra hatdssal. Azonban a kutya kamrai szivizomsejtek K* csatornai
érzékenyebbek tlinnek a a ragcsalokénal 9-phenanthrolra, mivel a mi mérési eredményeink
alapjan az lio1, Ikr és Ik1 aramokat a szer mar 10 pM koncentracioban is szignifikansan gatolta.
Az eredmények Osszehasonlitasakor fontos megjegyezni, hogy a ragesalok és a kutyak Ik-ai
kiilonbozbek, az adatok fajok kozotti kiillonbségre utalnak. A 9-phenanthrol félhatasos gétld
koncentracioja a TRPM4 tekintetében 17 uM és 21 uM a szakirodalom szerint. Eredményeinket
értelmezve arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a 9-phenanthrol nem szelektiv TRPM4
gatloszer i1zolalt kutya kamrai szivizomsejtekben, mivel a TRPM4 csatornak gatlasdhoz
sziikséges ICsg értéknél a 9-phenanthrol mar a K* aramok szignifikans gatlasat okozta.

Hegyes mikroelektrédas AP méréseink alapjan a 9-phenanthrol hatasara csokkent az AP
amplitidoja, a tallovési potencial és a depolarizcid maximalis sebessége (V' max). Ezen
paraméterek bizonyosan a szer Na® csatornat gatld hatisanak kovetkeztében valtoztak. A 9-
phenanthrol a platofazist csokkentd hatasat valdsziniileg a kés6i Na* aram gatlasan keresztiil
kozvetitheti, mivel a szer az IcaL-ra nem volt szignifikans hatdssal. A szer az 1. fazis és a
termindlis repolarizacié meredekségét (V max) egyarant csokkentette, ami magyarazhato az i1
¢s az Ik1 aramok gatlasaval.

A fent emlitett AP paraméterek létrejottéért egy-egy ionaram felelds, azonban az APD
befolyasolasaban szamos kiilonb6z6 ionaram is részt vesz. Ezért a 9-phenanthrol APDgo-ra
gyakorolt hatasanak értelmezése soran szamos szempontot figyelembe kell venni. A sejtek
populacidja két csoportot alkotott a 9-phenanthrol APDgo-valtoztatd hatasanak tekintetében. Az

elsé csoportban a szer hatdsara szignifikdns és reverzibilis AP rovidiilést, mig a masodik
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csoportban AP megnyulast tapasztaltunk. Mint azt az elébb leirtam, a 9-phenanthrol befolyassal
van az inward és outward dramokra egyarant, amiért az individudlis sejt-sejt ionaram denzitds
kiilonbségek felelhetnek®. Ezen eredményeink ellentétesek egy egerek kamrai szivizomzataban
végzett kutatassal szemben, mivel az altaluk alkalmazott modellben V*max és az AP amplitadoja
egyarant nem csokkent 100 uM 9-phenanthrol hatdsara. Kamrai és pitvari sejtekben eltérd
hatasu volt a 9-phenanthrol, eldbbiben az APD-anak kis mértékl rovidiilését okozta, mig
utoébbiban az AP amplitiddjat és idOtartamat egyarant jelentésen csokkentette. Eredményeik
arra utalnak, hogy a 9-phenanthrol hatasa a pitvari sejtekben kifejezettebb, mint a kamrai
szivizom sejtekben (legalabbis egerekben), amit az alacsonyabb kamrai TRPM4 csatorna
kifejez6déssel magyaraznak. Erdemes megjegyezni, hogy a TRPM4 knockout egerek pitvari
AP-jai rovidebbek voltak a vad tipusu allatok hasonld sejtjeiben tapasztaltakhoz képest. Nyulak
esetében a 9-phenanthrol roviditette a Purkinje rostok AP-jat, de szemben a mi
eredményeinkkel, 30 uM koncentracidban a kamrai rostok AP-jara nem volt hatéssal.

Meéréseink soran 9-phenanthrol jelenlétében +10 mV és +40 mV membranpotencialon
megjelent egy idOben allandonak tiing, kifel¢ iranyul6 dram. Hasonld megfigyelést eddig nem
irtak le 9—phenanthrollal végzett kutatdsokban. Mivel a pipetta belsOben hasznalt 10 mM
BAPTA alkalmazasaval a Ca?* fiigg6 TRPM4 csatorna aktivak aktivaciojat lehetetlenné tettiik,
az 4lland6 aram elméletileg nem johet l1étre a 9-phenanthrol TRPM4 csatorndkon torténd hatas
eredményeként. Az dram reverzal potencidlja —40 mV-hoz kozeli, messze van a TRPM4 dram
kozel 0 mV-0s reverzal potencialjatol. Az éaram természetének kideritésére tovabbi
vizsgalatokra van sziikség, jelenlegi ismereteink alapjan csak spekulalhatunk az aramot
létrehoz6 ioncsatorndkat és a toltéshordozé ionokat illetden.

Kifelé iranyuld aram kifelé¢ irdnyuld aram aktivalasaval vagy befelé iranyuld aram
gatlasaval johet létre. A kés6i Na* aram gatlasa elméletileg feleldssé tehetd a 9-phenanthrol
alkalmazasa soran megjelend kifelé iranyuld aramért. A 9-phenanthrol kés6i Na* aramot gatld
hatasa jelenleg nem ismert, a szakirodalomban nem talalhatd erre utald kozvetlen kisérletes
adat. Kifelé iranyul6 aramként a K* aram aktivacioja is sszekothetd az aram létrejottével.
Azonban nem tlinik valosziniinek ez a magyarazat, mivel a 9-phenanthrol az Ik, az Ikr és az Ito1
gatlasat is okozta, illetve a méréseinkben az Iks &ramot pedig annak gatlészerével, HMR-1556-
tal blokkoltuk. Tovabbi jelolt lehet egy Cl” aram ndvekedése, ami szintén kifelé irdnyuld aramot
hoz létre. Kisérleteinkben a Cl” szdmitott reverzal potencidlja —32 mV. Fontos megjegyezniink,
hogy a szakirodalom alapjan a 9-phenanthrol gatl6 hatassal bir a TMEM16A CI” csatornékra.
Ennek tiikrében, tovabba annak tudatdban, hogy méréseink soran Ca?' kelatort (BAPTA)
hasznaltunk, szinte biztosan kizarhatjuk, hogy a 9-phenanthrol altal indukalt kifelé iranyuld
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aramért a Ca®"-érzékeny TMEMI16A csatornak aktivacidja lenne feleléssé teheté. Nem
kizarhaté az sem, hogy a 9-phenanthrol aktivélhat egy Ca®*-t6l fiiggetlen CI” csatornat. Az egyik
lehetséges jelolt lehet CFTR CI csatorna. Igaz, hogy a CFTR 2x6 transzmembran domént, mig
a TRPM4 4x6 transzmembran domént tartalmaz, a két csatorna tobb szerkezeti eleme — mint
példaul a Walker B motivum vagy az ATP ko6t6 kazetta — is megegyezik. A CFTR csatornak
lehetséges, 9-phenanthrol jelenlétében mért kifelé iranyuld aram létrehozasaban betoltott
szerepét megkérddjelezi az a tény, hogy kutyaszivben kérdéses a CFTR altal medialt
isoproterenol indukalta C1” aram jelenléte. Annyit biztosan allithatunk, hogy ezen 9-phenanthrol
altal indukalt aram elektrofiziologiai viselkedésének meghatarozasara tovabbi kisérletek
kivitelezésére van sziikség.

Az értekezésben bemutatott, kamrai szivizomsejtekben végzett 9-phenanthrol altali
TRPM4 ionaram vizsgalatok eredményei sajnos nem az eredetileg kivant iranyba haladtak.
Munkank legfontosabb kovetkeztetése az, hogy a 9-phenanthrol nem tekinthetd szelektiv
TRPM4 csatorna gatloszernek (legalabbis kutya kamrai szivizomsejtekben). Ennek
kovetkeztében a 9-phenanthrol TRPM4 gatldszerként vald hasznalata csak expresszios

rendszerekben célszer(i, nativ szivizomsejtekben nem.
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Az értekezésben szereplo uj tudomanyos eredmények

Az intracellularis Ca?*-koncentracio ionaramok szabalyozasaban betoltott szerepét vizsgalva a

kovetkezd 1) tudomanyos eredményeket kaptam:

1. Karakterizaltam a 9-AC (antracén-9-karboxilsav) segitségével a kiilonféle, bal kamrai kutya
szivizomsejtekben az Icica) szerepét az akcids potencidl kialakitdsdban, az aritmidk
kialakulasaban jatszott lehetséges szerepét megallapitottam: feltételezhetden antiaritmias

hatasa van.

2. Megvizsgaltam az intracellularis Ca?* hatasat az bal kamrai szivizomsejtek AP alakjara és
Ixr (hERG) dramokra, majd kimutattam, hogy az intracelluldris Ca?* BAPTA-AM-mel torténd

csOkkentése az Ikr &ram gatlasa révén modosithatja az AP jellemzdit.

3. Karakterizaltam a 9-phenanthrol, a TRPM4 csatorna egy specifikusnak vélt
antagonistajanak hatasat szamos, szivizomsejtekben kifejez0dé ionaram esetén, ¢és
eredményeim alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy egyaltalan nem szelektiv gatloszer,

sokféle egyéb ioncsatornat is képes a TRPM4-nél hatdsos koncentracidban gatolni.
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Osszefoglalas

A szivizomsejtekben a sejtmembran fesziiltségvaltozasaival parhuzamosan a kalcium szint
oszcillacidja megfigyelhetd meg. A szivben az ionaramok széles skalajarél ismert, hogy Ca?*-
fiiggdek. A sejtszintli elektrofiziologiai kisérletekben az intracellularis kalciumkoncentraciot
gyakran puffereljiik un. kalcium kelatorokkal a Ca®*-fiiggd ionaramok tanulmanyozisanak
céljabol. Bizonyos kisérletekben a Ca?" kelatképzok sejtpermeabilis acetoxi-metilészter
formajat hasznaljak a [Ca?']i redukalasara. Ilyen kisérleteket évtizedek ota végeznek, és a kapott
eredményeket kizardlag a [Ca?']; puffereléssel értelmezték annak ellenére, hogy ismert: a
BAPTA-AM kolcsonhatasba 1ép a HEK sejtekben kifejezett K csatornakkal.

Hagyoményos mikroelektroda technikaval, konvenciondlis-, és akcios potencial fesziiltség-
clamp (APVC) technikdval, valamint fehérjeexpresszid meghatarozasaval vizsgaltuk, hogy a
lcicay milyen szerepet tolthet be a sziv bal kamrai repolarizacidé térbeli és iddbeli
heterogenitasanak kialakitasaban. Célul tliztilk ki annak vizsgalatat is, hogy a BAPTA-AM
befolyasolja-e a bal kamrai szivizomsejtek akciods potencialjat (AP), illetve Ik, dramat. 9-
phenantrol segitségével vizsgalni kivantuk a TRPM4 aram AP morfologia kialakitdsdban
betdltott szerepét, illetve az aram AP alatti viselkedését akcios potencial clamp mérésekkel.
Mivel ehhez a modszerhez lehetéleg minél szelektivebb ioncsatorna gatloszerre van sziikség,
ezért mindenekeldtt a 9-phenanthrol szelektivitasi vizsgalatat terveztiik elvégezni.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a Icica) csokkenti a repolarizacio regionalis (transzmuralis
¢és apiko-bazalis) és idébeli (AP hossz rovid tavh variabilitasa) heterogenitasat, ami arra utal,
hogy az aramnak antiaritmias Sszerepe van. Sem a négyszog impulzusokkal rogzitett Icica)
striség, sem a TMEMI6A ¢és a Bestrophin-3 fehérjék normalizalt expresszidja nem
kiilonbozott szignifikdnsan a kiilonbozd eredetli vizsgalt sejtek kozott. A szubepikardialis
sejtekben az APVC-vel mért Icica) stirliség nagyobb volt, mint a szubendokardialis sejtekben,
valésziniileg az LTCC-k altal a szubepikardialis AP-k soran bekdvetkezd nagyobb Ca?*
bearamlas miatt.

Méréseink bizonyitottak a BAPTA-AM Ik, gatld hatasat kamrai szivizomsejtekben.

Kisérleteink megmutattak, hogy a 9-phenathrol kutya kamrai szivizomsejtekben nem
tekintheté szelektiv TRPM4 csatorna gatloszernek. Ennek kovetkeztében a 9-phenanthrol
TRPM4 gatloszerként vald hasznalata csak expresszidos rendszerekben célszerli, nativ

szivizomsejtekben nem.
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