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1. Alkalmazott roviditések jegyzéke

[Ca?)i
4-AP
9-AC
A23187
ANOVA
AP
APDgo

BAPTA
BAPTA-AM

BAY K8644

CL
DAD
DIDS
E4031

EAD
EGTA
ENDO

EPI
HMR-1556

lo-AcC
|Ca,L
lcica)
k1

Ikr

Iks

intracellularis kalcium koncentracio

4-aminopiridin

antracén-9-karboxilsav

calcimycin

varianciaanalizis (analysis of variance)

akcios potencial

AP kezdetét]l mért azon idétartam, mely az AP amplitudojahoz képest mért
90 %-os repolarizécioig telt el
1,2-Bisz(2-aminofenoxi)etan-N,N,N',N'-tetraecetsav
1,2-Bisz(2-aminofenoxi)etan-N,N,N',N'-tetraecetsav tetrakisz (acetoxi-
metilészter)
1,4-Dihidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-(2-[trifluorometil]fenil)piridin-3-karbonsav
metilészter

ciklushossz (cycle length)

kés6i utodepolarizacio (delayed afterdepolarization)
4,4'-diizotiocianostilbén-2,2’-diszulfonsav
N-[4-[[1-[2-(6-Metil-2-piridinil)etil]-4-piperidinil]karbonil]fenil]
metanszulfonamid dihidroklorid

korai utddepolarizacio (early afterdepolarization)

Etilén glikol-bisz(2-aminoetiléter)-N,N,N',N'-tetraecetsav
szubendokardialis

szubepikardialis
N-[(3R,4S)-3,4-Dihidro-3-hidroxi-2,2-dimetil-6-(4,4,4-trifluorobutoxi)-2H-1-
benzopiran-4-il]-N-metilmetanszulfonamid

9-AC szenzitiv &ram

L-tipusu kalciumaram (L-type calcium current)

Ca?"-fiiggd CI aram

befelé egyeniranyitd kaliumaram (inward rectifier potassium current)
késbi egyeniranyito kaliumaram gyors komponense (rapid component of
delayed rectifier potassium current)

késoi egyeniranyitd kaliumaram lassi komponense (slow component of

delayed rectifier potassium current)



INa natriumaram (sodium current)

Incx Na*/Ca®" ioncserélé (Na*/Ca®* exchanger) dram

ISO isoproterenol

Ito1 tranziens kifelé iranyuld kéliumaram (transient outward potassium current)
Ito2 Ca?*-fiiggd kloridaram (transient outward chloride current)

JMM Joklik altal médositott Minimum Essential Medium

MEM Minimum Essential Medium (szintetikus sejttenyészté oldat)
MID midmiokardialis

NCX Na*/Ca?* cseremechanizmus (Na*/Ca?* exchanger)

platéso platopotencial, az APDgo felénél mérheté membranpotencial
RMP nyugalmi membranpotencial

SEM kozépérték kozepes hibdja (standard error of the mean)

SR szarkoplazmatikus retikulum

SV rovidtava variabilitas (short term beat-to-beat variability of APD)
TRPM4 Tranziens receptorpotencial kationcsatorna 4,,M”-alcsalad

Vmax depolarizaci6 maximalis sebessége

V max terminalis repolarizacié maximalis meredeksége



2. Bevezetés

Szervezetiinkben a vért egy ¢leten &t a sziviink tartja keringésben. A sziv egy
elektromechanikus pumpa, benne spontan ritmikusan keletkez6 akcids potencialok (AP)
hatasara 0sszehuzdodas és ellazulas valtakozik egymas utan. A sziv tomegének nagy részét
pitvari és kamrai szivizomsejtek alkotjdk, amelyek kontrakcios erét generdlnak és a
pumpafunkciét latjak el (,,munkaizomzat™)®.

A kamrai szivizomsejtek AP-ja szamos ionaram egyiittes miikodése alapjan jon 1étre. Ezen
iondramok az AP eltérd fazisaiban aktivalodnak, és kiilonbozd mértékben jarulnak hozza
annak kialakitasahoz'?*,

Az alapallapotban 1év6, nem aktivalt sejtekben a sejtplazma szabad Ca?*-koncentracioja
[Ca?*]i 10 és 100 nM kozott valtozik. A Ca®'-szint emelkedése eltéré, akar parhuzamos
folyamatokat indukalhat, amelyek szamos sejtfunkcio aktivalasahoz vezetnek, mint példaul a
szivizomsejtek 0sszehuzodasa is. A szivizomzat kontrakcidjdnak erdssége bizonyos hatarok
kozott fliigg a Ca®'-jel nagysagatol, a szarkoplazma Ca?*-szintjének emelkedésétél.
Magasabbra emelkedd [Ca?")i szint az 6sszehuzodas erejének fokozodasat okozza?.

A membran fesziiltségvaltozasaival parhuzamosan a kalcium szint oszcillacidja figyelhetd
meg, aminek direkt, azonnali hatasa van a kalcium-fiiggé aramokra. A szivben az ionaramok
széles skalajarol ismert, hogy Ca?*-fiiggoek, beleértve a Na*’4 104 a Ca2+?2%8 g K*'710% 3 CI-
89,46 Na*/Ca?* cserél6®® 11° ¢s nem specifikus kation aramokat®® . Fontos a kalciumfiiggé
ionaramok élettani és patofizioldgiai miikodésének megismerése.

A sejtszintli elektrofiziologiai kisérletekben az intracellularis kalciumkoncentraciot
gyakran puffereljiik a Ca?*-fiiggd ionaramok tanulmanyozasanak céljabol. Ezt 4ltalaban azért
tessziik, hogy a sejten beliili Ca?*-fiiggé folyamatok véltozasai ne legyenek hatdssal a mérési
eredményeinkre.

Jelen disszertaciomban két, eddig kamrai szivizomzatban kevésbé jol jellemzett kalcium-
fliggd ionaram tulajdonsagait kivantuk megvizsgalni specifikus gatloszereik segitségével. Az
egyik ilyen aram a Ca?'-fiiggé kloridiram (lcica), mig a masik a Tranziens Receptor
Potencial Melastatin 4 (TRPM4) &ram.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A kamrai szivizomsejtek akcios potencialja és ionaramai

Az ¢l6 sejtek membranjanak két oldala k6zott potencialkiilonbség van, az intracellularis tér
negativabb az extracellularis térhez viszonyitva. A nyugalmi membranpotencial értéke
sejttipustol fliggden —50 és —90 mV kozotti értéket vehet fel.

A nyugalmi membranpotencidl mérhetd elektrofiziologiai modszerekkel, illetve
kiszamithato a Goldman-Hodgkin-Katz egyenlet (1. egyenlet) alapjan. Ennek értelmében a
nyugalmi membranpotencidl értéke azon ion egyensulyi potencialjahoz all kézel, amelyre

nézve a sejtmembran permeabilitasa a legnagyobb.

RT. PxIK']. tpnaINaT] + pe [CIT];
V. _=-— In

" F Px IK']; + pna [INAT]; + pe [CIT],

1. egyenlet.

ahol Vm az aktualis membranpotencial, R az egyetemes gazalland6, T a hémérséklet, F a
Faraday-allando, P a sejtmembran adott ionra vonatkoztatott permeabilitasa, illetve az [ion]e
és [ion]i az adott ion extra- (e) illetve intracellularis (i) koncentracioja®® 42,

A kamrai szivizomsejtek AP-ja szamos ionaram egyiittes miikodése alapjan jon 1étre. Ezen
ionaramok az AP eltér6 fazisaiban aktivalodnak (1. dbra), és kiilonbozé mértékben jarulnak
hozz4 annak kialakitasahoz'?,

Az AP 0. fazisa alatt, a gyors, id6- és fesziiltségfiiggd Na® csatornak aktivalédnak, ami
létrehozza az AP felszallo szarat. A Na* csatornak altali depolarizaciot kovetden bizonyos
aramokért  felelés csatorndk  aktivalodnak, vagy inaktivdlodnak. A  nyugalmi
membranpotencial fenntartisaért felelés magas K* konduktancia (befelé egyeniranyito K*
csatornak — 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
iranyuld aram hoz létre. Ennek van egy 4-aminopiridin érzékeny komponense (tranziens

kifelé iranyuld kaliumaram — transient outward potassium current, lo1) valamint egy Ca?*-



fliggd kloridaram komponense (tranziens kifelé iranyuld kloridaram — transient outward

chloride current, lio2).
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1. dbra. A kamrai szivizomsejteK akcios potencidlja és iondramai. Az dbran feliil az AP fazisai, alul az azt
kialakité iondramok ldthatoak. A piros kitérések az inward dramok, a kék kitérések az outward dramok. Ina:
gyors natriumaram; Ica): L-tipusi kalciumaram; Incx: Na*/Ca?* cseredram; Loy és Loy: tranziens kifelé iranyuld
dramok; lxr és lks: késdi egyeniranyito kaliumdram gyors és lassu komponense; Iki: befelé egyenirdanyito
kaliumaram. Varré és munkatarsa altal kozolt abra médositva?,

A 2. fazis soran aktivalodik az L-tipust kalciumaram (L-type calcium current, lcaL) és a
késo1 kaliumaramok. A platd fazis alatt nincsen jelentds nettdé mérhetd6 membrandram és
repolarizacié az lo gyors inaktivalodasa és a kiilonb6zd repolarizalé K* csatorndk lasst
aktivacioja miatt.

A 3. fazis soran az IcaL inaktivalodik és tobb kaliumaram parhuzamosan, fokozatosan
aktivalodik. Fontos ionaramok az AP ezen szakaszaban a késéi egyeniranyitd kaliumaram
lassti és gyors komponense (slow/rapid component of delayed rectifier potassium current,
Iks/lkr) és végiil a terminalis repolarizacioban résztvevd korabban mar emlitett Iki.

A 4. fazis a nem ingerelt kamrai szivizomsejtek elektromos diasztole szakasza, a nagy Ik:
konduktancia tartja fenn, megegyezik a nyugalmi membranpotenciallal, értéke —80 mV/2°.

A kamrai AP Iétrehozasaban tobb olyan inward (pl. TRPM4 aram) ¢és outward
(pl. Ca®*—fiiggé kloridaram) ionaram is részt vehet, melyek élettani miikodése kevésbé jol

jellemzett, viszont bizonyitott, hogy hibas miikodése patofizioldgiai jelentéséggel birhat.



3.2. A kamrai repolarizacio térbeli és idobeli heterogenitasa

A sziv AP eltéré a munkaizomzat kiilonb6z6 régidi kozott (2. abra). A repolarizacio térbeli
inhomogenitasa magaban foglalja a repolarizacié apiko-bazalis gradiensét'®, illetve a

transzmuralis diszperzi6jat®®, tovabba a két kamra kozotti kiilonbdzo repolarizacios idSket!’.

SZIV

2. abra. A sziv bal kamrdjanak repolarizdcidjara jellemzd a térbeli inhomogenitds. Az abran a szivesics és
szivbazis, a jobb (JK) és bal (BK) kamra vannak kiemelve. Szaggatott vonal valasztja el a szubendokardiumot,
midmiokardiumot és szubepikardiumot. Lin és munkatarsai altal kézolt abra médositva®.

A szivesucs felé eso, un. ,,apikalis” szivizomteriiletek akcids potencialja rovidebb, mint az
annulus fibrosus felé esd, Un. ,,bazis” részen. Ezt a kiilonb6zd kaliuméaramok eltérd aranya
okozhatja®. Az apiko-bazilis inhomogenitds mellett transzmuralis AP inhomogenitas is
megfigyelhetd. A kamrai szivizomzat az AP alakjanak szempontjabol harom, szubepikardialis
(EPI), szubendokardialis (ENDO) és a kettd kozott elhelyezked6 midmiokardialis (MID)
régiora oszthato'®*, Az epikardialis sejtek un. ,, tiiske és kupola” konfiguraciojuak, ami a
kifejezett 1. fazis repolarizacio kovetkezménye (3. dbra). A midmiokardialis vagy M-sejteken
kisebb a korai repolarizacid, endokardialis sejteken a legkisebb. Az akciés potencidlok
idotartama (APD) is kiilonbozik a kamrafal eltérd rétegeiben. A MID sejtek akcids potencialja
a leghosszabb, az EPI sejteké viszont rovid. A transzmuralis eltérések okozodja lehet az I

61

kiilonbozé denzitdsa®, illetve a kalciumcsatornak tjranyilasa EPI sejteken®®. A regionalis



heterogenitas befolyasolja az EKG hullamok alakjat?, mig a heterogenitas novekedése reentry
kialakitdsa miatt aritmogén® 11,

A szivben allando szivfrekvencia esetén az egymast kovetd iitések id6tartama iitésrol
itésre valtozik, a jelenség neve a ,beat-to-beat” variabilitas, vagy masnéven rovidtavu
variabilitas (short-term variability, SV). Szamos faktornak tulajdonitanak szerepet a SV

59, 86

létrehozasaban, mint pl. az ioncsatorndk sztochasztikus viselkedése , az ingerlési

frekvencia és farmakoldgiai behatdsok®, az AP alakja és idétartama®®, az ioncsatorna

51 is részt vesz annak kialakitasaban.

denzitas®, vagy az intracellularis Ca?*-szint szabalyozas

A QT-intervallum megnyulasat a szivritmuszavarok rizikofaktoranak tekintik, mivel
elésegitheti a korai utodepolarizaciok (EAD-k) és a torsades de pointes kamrai tachycardia
(TdP)®® kialakulasat (3.dbra). A SV megfigyelhetd az AP-ok idébeli és térbeli
variabilitasaként, helyi aktivacios €s recovery intervallumokban vagy a testfelszini EKG QT-
intervallumanak variabilitasaként. A QT-intervallum rovid tava variabilitasanak novekedése
azonban magasabb prediktiv értékkel rendelkezik, mint a QT-intervallum abszolut hosszanak

megnyﬁlésa63' 82, 108, 121_

Dispersion of
Transmural Ventricular Wall repolarization irdot, il )
repolarization triggered beats

& rate & A\ APD /\ ¢
Epicardium ;
\
M cells il 1,

Normal
action potential ‘
Endocardium
]

\ A‘
""'"'.‘\wl“,\"‘:\‘;\‘ T ,\‘\
(! ‘\\‘V“ AR \‘ "'

:]QT intorval Torsade de pointes

3. dbra. A repolarizdicio diszperzioja a QT-intervallum megnyulasihoz vezet, ezért szivritmuszavarok
rizikofaktoranak tekintik. Bal oldalon lathatoak a szivizomzat eltéré transzmuralis rétegeire jellemzo akcios
potencidlok, tovabba a repolarizdcié heterogenitasanak szerepe a QT-intervallum megnyuildsaban. Az dbra jobb
oldalan figyelheté meg a korai utédepolarizacio (EAD) hozzdjaruldsa a torsades de pointes kamrai tachycardia
létrejottéhez. Barra és munkatdrsai altal kézolt abra médositva™®,

3.3. A szivizomsejtek kalcium homeosztazisa

Egy Ca?*-fiiggd ionaram élettani kornyezetben torténd vizsgalatdhoz ismerniink kell a

szivciklus alatti intracellularis Ca?* koncentracid valtozasokat.

10



A szivizom excitacios-kontrakcids kapcsolata az elektromos jel mechanikai valassza
alakitasa. A Ca?" elengedhetetlen a sejtek elektromos aktivitisdhoz és a kontrakciohoz
(4. dbra), az utébbi teljes mértékben fiigg a kdrnyezet Ca*-koncentraciojatol. A szivciklus
soran a felszabaduld, majd eltavolitott Ca®" mennyiségnek azonosnak kell lennie, mivel

ellenkezd esetben szivizomsejt Ca?*-nal tltsltddne vagy kiiiriilne.

3Na

Sarcolemma

Myofilaments

[Ca],

T-tubule

200 ms

4. abra. A kamrai szivizomsejtek Ca?* homeosztazisa. Az dbran kamrai szivizomsejt akcios potencidlja és Ca®*
tranziense lathaté. NCX: Na*/Ca?* cseréld, RyR: rianodin receptor, PLB: foszfolambdn, SR: szarkoplazmatikus
retikulum. Bers dltal kézolt dbra®®.

A kontrakciot kivalto teljes Ca?*-jel kb. 30%-a szarmazik az extracellularis folyadékbol és
mintegy 70%-a a sSzarkoplazmatikus retikulumbdol (SR). Az AP platdé fazisa soran
depolarizaciot kovetéen Ca?*-ok 1épnek be az IcaL és a reverz modu Na*/Ca®* cseredram
(Incx) aramokkal a szivizomsejtekbe, ahol az SR-bdl rianodin receptorokon keresztiil tovabbi
Ca?"-ot szabadit fel. A jelenség neve Ca?* indukalt Ca®" felszabadulas. Az intracellularis Ca?*
koncentracié atmeneti ndvekedése, majd csokkenése a Ca?* tranziens?>.

A lcaL depolarizaciora aktivalodik, majd ids- és Ca?*-fiiggd modon inaktivalodik. Az
ioncsatornan at a sejtbe jutd Ca?*-ok mellett a SR-bol torténd Ca?* felszabadulas szintén

hozzajarul a Ca?* csatorna Ca?*-fiiggd inaktivaciojahoz®. A nagy mértékii Ca®" bearamlas

11



vagy felszabadulas tovabbi Ca?* bearamlast csokkent, megakadalyozva ezaltal a proaritmias
hatasu Ca®* taltolt6dést.

eltavolitisaban résztvevé folyamatok egymashoz viszonyitott aranya fajfiiggést mutat®l. A
kontrakci6 lecsengésekor a szarkoplazma emelkedett Ca®*-tartalmanak 70%-4at a SR Ca®'-
pumpaja juttatja vissza a SR-ba. A maradék 30% eltavolitasat az extracellularis folyadékba a

plazmalemma Na*/Ca?* cseréld transzportere és a plazmalemma Ca?*-pumpéja végzi®.

3.4. A szivizomsejtek kalciumfiiggé kloridarama

14 sertés®? és kutyal?

A lcica) 1észt vesz az AP repolarizacidjaban nyul®® 27 birka
szivizomsejtekben. Korabban mar leirtam az akciés potencialt Iétrehozd ionaramok
jellemzésekor, hogy az 1. fazis repolarizacioért szivizomsejtekben a tranziens kifelé iranyuld
aramok, a li1 és Itz felelosek. A lo2 @ pillanatnyi membranpotencialtol és a Cl™ egyensulyi
potencialjatol (Eci: =50 mV és —30 mV kozott™® °) fiiggden depolarizalja vagy repolarizilja a
membrant. Az akcids potencidl platd fazisa alatt a Icica) @ membranpotencialt negativ iranyba
tolja, repolarizald aramként van jelen, csokkenti az APD-at. A Cl™ egyensulyi potencialjatol
negativabb membranpotencialokon (nyugalomban) azonban a lcica) depolarizald hatast és
ezaltal EAD és késéi utddepolarizaciok (DAD) létrejottét segitheti el68,

Munkacsoportunk korabban megallapitotta, hogy kutya és human szivizomzatban a lcica)
az AP sordn az 1. fazis és terminalis repolarizacio alatt aktivalodik. Ezen munka soran a
munkatarsaim azt is meghataroztak, hogy a lcica) aktivalasaban alapvetd jelent6ségli a
csatorna kozelében elhelyezkedd L-tipusi Ca®" csatorndkon at torténé Ca®* belépés, a

szarkoplazmatikus retikulumbél felszabadulé Ca?* csak felerdsiti a Icica) aktivacidjat*®.
A Kkalciumfiiggé kloridaram gatlészere, 9-AC

A Ca**-fiiggd Cl~ csatornak vizsgalatara tobb eltérd szerkezetii gatloszert is hasznalnak.
Korabban munkacsoportunk megvizsgalta kutya izolalt 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  munkatirsaim
bebizonyitottak, hogy a 9-AC-érzékeny dram Ca’*-fiiggd és a Cl” a toltéshordozd. A két
inhibitor koziil a 9-AC elénydsebb a lcica) élettani szerepének a vizsgalatara, mert az altalunk
vizsgalt koncentracidban nem gatolta az AP-t 1étrehozo fontosabb ionaramokat (Ina, lcaL, lkr,

Iks, Ik1).
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3.5. A kalciumfiiggo kloridaram pro- vagy antiaritmias szerepe

A szivritmuszavarokban a sziv elektromos aktivitasa megvaltozik. Ezen ritmuszavarok
némelyike lehet ¢életveszélyes tachyaritmia, mint TdP és kamrafibrillaci6. Ezek a
tachyaritmiak hirtelen szivhalalt okozhatnak, amely vezetd haldlok Eurdépaban és az Amerikai
Egyesiilt Allamokban®* ¢,

Az intracellularis Ca?* homeosztazis rendellenességei (Ca?" tilterhelés és spontan Ca®*
felszabadulas a SR-bol) szintén elésegithetik TdP kialakulasat’®®. A spontan SR Ca?*
felszabadulas aktivédlja a sejt Ca®" eltivolitd mechanizmusait, és egy tranziens befelé irAnyuld
aramot hoz 1étre, ami DAD-hoz vezet és triggerelt aktivitast okoz. A tranziens befelé iranyuld
aram forrasa lehet a forward iizemmoédban miikodé Incx, vagy a lcica) aktivalodasal®® 128,

A lcica) Ca?*-tulterhelt sejtekben DAD kialakulasat okozhatja?® 128 igy aritmogén hatasu
lehet. Ennek ellentmond, hogy bizonyos koriilmények kozott kivaltott EAD-k és DAD-K
eléfordulasa nott, ha kutya kamrai sejtekben gatoltak az Icica-t 9-AC segitségével?’, ami az
lcica) szivritmuszavarokat mérséklé szerepét mutatja. Hasonloképpen, az Icicay fontos
szerepet jatszhat az aritmiak megel8zésében acidozisban nytl kamrai szivizomsejtekben*!. Ez
az antiaritmias funkcié azonban elmaradt juhok EAD modelljében, ahol a DIDS alig volt

hatassal''®. Ezek az ellentétes eredmények tovabbi vizsgalatokat igényelnek az Icica) pro-

vagy antiaritmids szerepének meghatdrozasahoz.
3.6. A kalciumfiigg6 kloridaramért felelos fehérjék

Az lcica) molekularis identitdsa még mindig nem teljesen tisztazott; a TMEMI16A ¢és a
Bestrophinok a legvalésziniibb 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 roviden
Anol*. Egyre tobb informacié 4&ll rendelkezésre a TMEMI16 fizioldgiai funkcidirdl
simaizomban?!, valamint neuronalis és mas szovetekben®*. A TMEMI6A ragcsalok
kamrajaban expresszalodik, és valdsziniileg ez a fehérje felelés a kamrai szivizomsejtek
lcica)-aért*?2, A TMEM16A-t vizsgalva tobb munkacsoport is a klasszikus Icica-hoz nagyon
hasonlé ionaramot regisztralt'? 2 103,

A Bestrophin-t el6szor a Best-féle vitelliform macula dystrophiaért felelés génként irtak
1635, A Best-1 génmuticiét hordozé knock-in egerek retindlis pigment epitél sejtjeinek CI-

konduktanciaja valtozatlan volt, azonban a mutaciéo az emberi megbetegedésekhez hasonlito
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retinalis elvaltozasokat okozott'?®. Mindent egybevetve, feltételezhetjiik, hogy a Bestrophin-
ok anion csatornak, viszont funkciojuk a lcica) létrehozasdban még nem tisztazott.

Korabban 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 Cayl.2 csatorna a Sarcolemmadaban
kolokalizalt, ami azt sugallja, hogy az L-tipusi Ca?* csatorndkon keresztiil bejuté Ca®*

kozvetleniil szabalyozza a Icica-t Kutya kamrai szivizomsejtekben?®.
3.7. Intracellularis kalcium koncentracio befolyasolasa

A sejtszinti elektrofiziologiai kisérletekben az intracellularis kalciumkoncentracidt
gyakran puffereljiik un. kalcium kelatorokkal, melyek koziil gyakran alkalmazott az EGTA és
a BAPTA. A BAPTA sokkal gyorsabb Ca?* kotési kinetikaval bir’® (1. tabldzat), ezért a két

szer a kiilonbdzd szubcellularis kompartmentekben eltéré moédon képes a Ca?* pufferelésére®.

1. tablazat. Kalcium kelatorok kinetikai tulajdonsdgainak dsszehasonlitisa. Pirossal kiemelve a BAPTA és az
EGTA ldathaté. A kelator-Ca?* kétés kialakuldsi sebessége (kon), visszaalakuldsi sebessége (Kotf) és a disszocidcios
allandé (Kg) vannak feltiintetve. Naraghi altal kéz6lt, médositva’.

Table Summary of the results

Buffer k., (1/(M.s)) k. (1/s) K, (uM)
Calcium-Green—1 (7.5 +£0.25) x 10° 120 £12 0.16*
Fluo-3 (7.1 £0.31) x 10° 369 £ 25 0.52*
Calcium-Green-5N (4.0 £0.14) x 108 9259 + 190 23.1°
Calcium-Orange-5N (2.1 £0.23) x 108 11 670 £ 273 55.6*
Fura—2 (4.0 £0.18) x 10° 103+7 0.258"
Bis-Fura-2 (5.5+0.21) x 10® 257 £ 14 0.467"
Furaptra (7.5 +1.15) x 108 26 760 + 1800 35.7"

| BAPTA (4.5 +0.15) x 108 79+4 0.176*

| EGTA (2.7 £ 0.25) x 10° 0.5% 0.180*
H-EDTA (4.5 £0.27) x 10° 20¢ 4.4+
DPTA =4.0x107 >3200 80*

A szarkolemma és a SR kozétti un. junkcionalis résben (az L-tipusa Ca?* csatorndk és a
rianodin receptorok kozotti térben) a Ca?* koncentracioja sokkal magasabb értéket érhet el, és
kinetikailag gyorsabban véltozik a citoplazmaban mérheté globalis Ca®" koncentracio
valtozasokhoz viszonyitval 2> 42, Nagyon fontos a megfeleld kinetikaval rendelkezd kalcium
kelator megvalasztasa az elektrofiziologiai mérések kivitelezéséhez, kiilondsen igaz ez a Ca®*-
fliggé aramok vizsgalata esetén. A szivben az ionaramok széles skalajarol ismert, hogy Ca?'-
fliggoek, beleértve a Na*'# 104 a Ca?* 228 g K719 3 CI3% 46 Na*/Ca?" cseréls®® 110 és nem

specifikus kation aramokat, pl. TRPM4 4ramot®> %,
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Korabban munkacsoportunk megvizsgalta a BAPTA ¢és az EGTA Icica-ra és lcaL-ra
gyakorolt hatasa kozotti kiillonbséget (5. dbra). Annak ellenére, hogy egyik puffer
jelenlétében sem volt Ca®* tranziens, csak a BAPTA volt képes hatékonyan csékkenteni az
lca,. Ca®*-fiiggd inaktivaciojat, ami nagyobb Iniso (megegyezik az L-tipusu kalciumarammal)
amplitadot és aram altal szallitott 6ssztoltést okozott, valamint hosszabb akcids potencialt is
eredményezett. BAPTA jelenlétében a Is.ac (megegyezik a Ca®*-fiiggd kloridarammal)
megszlnt, viszont EGTA hatasara csak csokkent az aram amplitidoja és az aram altal

szallitott 0ssztoltés.

_ L5 Ca?" puffer nélkal
2 0t4-----=
&"’ 1,50 -
e —
W 1,25 = 2] Ca?* puffer nélkuil
= E
‘S 1,00 2 4 EGTA
—_ ‘\
EGTA
0,75 - ol E.EAPTA ' |
C 0 200 400 600 D 0 200 400 600
I1d& (ms) 20 Id& (ms)
= %0 4 Ca?* puffer nélkil
E 130 + BAPTA 1.5 —
= i 4 Ca® puffer nélkil
© 2 104 |+ EGTA
g O I
g_ .30 Ca?* = 05
g puffer .y BAPTA
E €0 nélkill 0 | 4 ey
= 90 , , , 057 . : .
0 200 400 600 0 200 400 600
|d& (ms) Idé (ms)

5. @bra. A BABTA és EGTA hatdsdanak vizsgdlata a IcaL-ra és lcica-ra. Ca%* kelator nélkiili és Ca®* keldtor
tartalmu (10 mM BAPTA vagy EGTA) pipetta oldatokkal mért reprezentativ (A) Ca?* tranziensek (B) nisoldipine
szenzitiv daramgorbék (Iniso) (C) akcids potencidlok (D) 9-AC szenzitiv dramgorbék (Isac). Horvath és
munkatdrsai altal kézolt dbra moédositva®®.
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Fesziiltség-clamp kisérletekben a [Ca®']i pufferelése viszonylag egyszerii, mivel az
intracellularis kompartment BAPTA Ca?" kelatképzdvel torténd dializisét konnyen

elvégezhetjiik nagy csticsatmérdji (tipikusan >2 um) patch pipettaval (6. dabra).
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6. dbra. Szivizomsejt intracelluldris kalcium tartalmdnak pufferelése BAPTA-t tartalmazé patch-clamp
technika teljes-sejtes elrendezésében mikropipetta segitségével. A pipettabelsében 1évé kalcium keldtor ebben
az esetben a viszonylag nagy csiicsatmérd kovetkeztében képes a sejtbe jutni és ott Ca®*-hoz kotédni.

Az akcios potencidlok fizioldgias 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 (7. dbra). llyen kisérleteket évtizedek oOta végeznek, és a kapott
114 15, 81,118, 123

eredményeket kizarélag a [Ca®")i puffereléssel értelmezté

ismert: a BAPTA-AM (és az EGTA-AM is) kolcsonhatasba 1ép a HEK sejtekben kifejezett K*

annak ellenére, hogy

csatornakkall®®,
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7. dbra. Szivizomsejt intracellularis kalcium tartalmdnak pufferelése extracellularisan alkalmazott
BAPTA—-AM haszndlatival hegyes mikroelektréoda technika esetén. Ebben a kisérleti elrendezésben az akcios
potencialok elvezetésére magas KClI-tartalmu mikroelektrodat kell hasznalnunk, a belsé oldat nem maodosithato,
tovabba a csucsatmérd rendkiviil kicsi, ami lehetetlenné teszi @ BAPTA hasznalatat a hagyomanyos fesziiltség-
clamp kisérletekben alkalmazott médon. A BAPTA sejt-permedbilis acetoxi-metilészter formdjdat hasznalhatjuk
ilyen kisérletekben a kalcium pufferelésére.

3.8. A szivizomsejtek TRPM4 arama

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

A TRPM4 fehérje szerkezetét (8. dbra) 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
kothelyként tartjak szamon), PiP2 (foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat) kotéhelyet és tn.

,feltekercselt tekercs” (coiled coil) domént tartalmaz3® 7% %,
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8. dbra. A TRPM4 csatorna szerkezete. A TRPM4 fehérje hat transzmembrdn doménbdl épiil fel.
Jelmagyarazat: fehér kor: PKC foszforliacios hely, zéld kor: PKA foszforilacios hely, kék négyzet: kalmodulin
kotéhely, narancssarga négyzet: ABC-motivum, piros haromszog: Walker B motivum.

A TRPM4 csak egyértékii kationokra permedbilis, permeabilitasi sorrendje:
Na*~K*">Cs*>Li" . Fiziologias koriilmények kozott, az intracellularis kalcium
novelésével torténd aktivalas (Kg=400 nM) utan a TRPM4 indukalja a natrium bejutasat, ami
membréan depolarizaciohoz vezet®" '8,

TRPM4 csatornak jelenlétét leirtak patkany, egér, szarvasmarha és human szivben

expresszios, vagy elektrofiziologiai vizsgalatokkal®

. A TRPM4 génfiiggd mutécioi az L.
tipust familiaris szivbetegséghez kothet6®® %, 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 funkcidhoz is, valosziniisithetden bradycardia elleni védd funkcio céljabol**. A
TRPM4 aram hatasara novekszik az APD pitvari izomban és izolalt szivizomsejtekben
o,

egyaran Ragcsalok kamrai izmaiban a B-adrenerg stimulacid inotrop hatasanak

kozvetitésében a TRPM4 is részt vesz'*. Az dramrol leirtdk, hogy képes az angiotenzin Il
indukalt hipertrofia csokkentésére>.

Mivel a Ca?*-fiiggé csatorndk Na* és K* ionok kozott nem valogatnak, tobbnyire inward
aramot hoznak Iétre, ami noveli az aritmiara valo hajlamot. Ellentétben ezzel, az esetleges

TRPM4 gétlas antiaritmias hatasu® 34 9192
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A TRPM4 aram gatloszere, 9-phenanthrol

Jelenleg a TRPM4 farmakoldgidja még viszonylag ismeretlen. Kisérletekben
leggyakrabban flufenaminsavat, vagy 9-phenanthrolt (9. dbra) alkalmaznak az aram gatlasara,
azonban a flufenaminsav bizonyitottan nem szelektiv, a 9-phenanthrol TRPM4 szelektivitasa
pedig szivben eddig nem nyert hiteles bizonyitast'” 3> % 92 Fontos megjegyezni, hogy a 9-
phenanthrol szivelektrofizioldgiai hatéasait eddig csak egerekben vizsgaltak® %2, egy olyan
fajban, amely akcios potencidlja és az azt 1étrehozd iondramai nagy mértékben eltérnek az

emberétol.

OH

9. dbra. A 9-phenanthrol szerkezeti képlete.
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4. Célkitiuzes

Célul thztiik ki annak vizsgalatat, hogy a Icica) milyen szerepet tolt be a sziv bal kamrai
repolarizacid térbeli és iddbeli heterogenitasanak kialakitasdban. 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 akcidés potencial
fesziiltség-clamp (APVC) technikat kivantuk alkalmazni az Icica), mint 9-AC érzékeny aram
jellemzésére a bal kamrai miokardium kiillonb6z6 régidibol szarmazo sejteken. Tovabba az
izolalt szivizomsejteken a TMEMI16A ¢és a Bestrophin-3 fehérjék normalt expressziojat
Western blot segitségével kivantuk meghatarozni.

Munkacsoportunk kordbbi 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 3.7. fejezetben emlitettem, hogy a BAPTA-AM és az EGTA-
AM is kolcsdnhatasba 1ép HEK sejtekben kifejezett K* csatornakkal'®. Ismert tovabba, hogy
a hatdéanyag—csatorna kolcsonhatasok jelentdsen eltéréek lehetnek nativ és expresszalt
ioncsatorndk esetén'®?. Ezek miatt célul tiiztiik ki annak vizsgalatat, hogy a BAPTA-AM
befolyasolja-e a bal kamrai szivizomsejtek akcids potencialjat, illetve lxr aramat.

Vizsgélni kivantuk a TRPM4 aram akcids potencidl morfologia kialakitdsaban betdltott
szerepét, illetve az dram 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% 19,
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Kutya szivizomsejtek izolalasa

Elektrofiziologiai és génexpresszios kisérleteinket kutyasziv bal kamrajabol enzimatikusan
izolalt szivizomsejteken végeztiik. A sejteket kisérleti célra tenyésztett vegyes nemdi, ivarérett

kutyak szivébodl nyertiik anterograd szegmensperfiizios technika hasznalataval®®

. Az elvégzett
kisérletek 6sszhangban voltak a ,, Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (US
NIH publication No 85-23. revised 1996), ,,Guide to the Care and Use of Experimental
Animals” (Vol. 1, 2nd ed., 1993, and Vol. 2, 1984, Canadian Council on Animal Care) és a
Helsinki Deklaracio alapelveivel. A kisérleti protokollt a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatetikai Bizottsaga is jovahagyta (engedélyek szamai: 10/2011 és 18/2012 DE-MAB). A
laboratériumi allatokat felhasznéalo Osszes kisérlet jelentésre kertiilt, 6sszhangban az ARRIVE
iranyelvekkel’®. A kutatas &sszhangban volt a ,, Good Publishing Practice in Physiology”
elveivel is.

A 10-16 kg tomegi allatokat intramuszkularisan, 10 mg/kg ketamin-hidroklorid (Calypsol,
Richter Gedeon Nyrt., Budapest, Magyarorszag) és 1 mg/kg xylazin-hidroklorid (Sedaxylane,
Eurovet Animal Health B.V., Bladel, Hollandia) injektalasaval altattuk el. A mellkas
megnyitisa utdn a szivet gyorsan kiemeltilk, majd hideg Tyrode oldattal mostuk at
(6sszetételét lasd a 5.6. Kisérleteinkhez hasznalt oldatok osszetétele fejezetnél). A bal eliilso
leszallo koszortiér agat kaniilaltuk (10. dbra), igy ezen artéria altal vérrel ellatott miokardium
teriiletét perfundaltuk Langendorff-apparatus segitségével. A perflizié elsd 5 percében Ca®'-
mentes, szobahOmérsékleti JMM oldat (Osszetételét lasd a 5.6. Kisérleteinkhez hasznalt
oldatok ésszetétele fejezetnél) hasznalataval a szovet Ca®*- és vértartalmat eltavolitottuk. Az

oldatot folyamatosan karbogén gazzal (95 % Oz és 5 % CO2) ekvilibraltuk.
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10. dabra. A sziv bal eliilsé leszallo korondria dga dltal elldatott teriilet perfunddldisa. Az emésztés soran figyeljiik
a perfundalt teriilet hdmérsékletét, szinét, keménységét, a perfiizios oldat aramldsi sebességét.

Az emésztést ezt kovetden kollagenazzal kiegészitett JMM oldattal végeztiik, a szivet 35-
42 percig perfundaltuk ezen emésztd oldattal (6sszetételét lasd a 5.6. Kisérleteinkhez hasznalt

oldatok osszetétele fejezetnél) 37 °C-on.

7

Bal kamra eltéro régioibol torténé szivizomsejt izolalas

Az enzimes emésztés hatasara a szivizom elfolydsodott, sejtjeire esett szét. Az emésztési
id6 letelte utan a bal kamra falanak midmiokardialis rétegében vezetett, U alak bemetszéssel
szabadda tettiik a sejteket (11. dbra). A sejtizolalas jellegébdl adoddan a méréseink tobbsége
MID sejteken tortént.

11. dbra. A megemésztett bal kamra szovetébdl szike haszndlatival szabaditiuk fel a szivizomsejteket. Az
emésztési idG letelte utdin preciz, ovatos vagdsokkal daraboljuk fel a szivizomzat kollagendz enzim dltal
elfolyositott részeit, majd a felszabadidott sejteket tapoldatban gyijtjiik ossze.
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Azonban egyes kisérleteinkhez a bal kamra szabad falanak EPI és ENDO régi6ibol izolalt
szivizomsejteket hasznaltunk. Ezekben az esetekben dermatém (Bard Medical Division,
Covington, GA, USA) segitségével 0,5 mm vastagsdgu EPI és ENDO szeleteket nyliztunk le a
kamra legkiilsd és legbelso rétegébdl. Ezen szeleteket kiilon kezeltiik, apré darabokra vagtuk
¢s a sejteket enyhe mozgatassal szabaditottuk fel. A szabad kamrai fal maradék kozépsd
részét, ami foleg MID sejteket tartalmaz, egy szike segitségével apro darabokra vagtuk, majd
6vatos mozgatassal szabaditottuk fel ezen sejteket is.

A Kkisérletek egy kiilon csoportjahoz bal kamrai fal MID rétegének apikalis és bazalis
részeibdl gyljtottiink sejteket.

Fliggetleniil a sejtek eredetétdl és az emésztést kovetden alkalmazott, sejteket felszabaditd
izolalasi Iépés modjatol, az ezt kovetd izolalasi 1épések minden esetben megegyeztek. A

sejteket 50 uM Ca?*-tartalmia JMM oldatban szuszpendaltuk. A sejtszuszpenziot négy 1épcsos,

crer

cre

osszetétele fejezetnél), amely oldatot felhasznalasig folyamatosan karbogén gazzal
ekvilibraltunk. A végleges sejtszuszpenzioban a Sejtek szabalyos téglalap alakuak, éles
sz€liiek, citoplazmajuk tiszta, épen harantcsikozottak (12. dbra). A sejteket legkésébb 36

oraval az izolalas utan hasznaltuk fel mérésekhez.

12. abra. Az elektrofiziologiai mérésekhez hasznalt szivizomsejt. A sejtizolalas végeredményeként a
sejtszuszpenzioban a sejtek tobbsége szabadlyos téglalap alaku, éles szélil, tiszta citoplazmaju, hardtcsikozott.

5.2. Elektrofiziologia

A sejtszuszpenzid 2-3 cseppjét egy 1ml térfogatli plexi mérdkadba helyeztiik, és
folyamatosan perfundaltuk Tyrode oldattal (Gsszetételét lasd a 5.6. Kisérleteinkhez hasznalt
oldatok osszetétele fejezetnél), amelyet egy gravitacio-hajtott rendszer szolgaltatott
2 ml/perces sebességgel. Kisérleteink soran az allandé 37 °C-ot hdmérséklet szabalyozoval

(NBD Tc2 BIP, Cell MicroControls, USA) allitottuk be. A sejteket egy Faraday-kalitkaban
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elhelyezett antivibracios asztalon (LW3036B-OPI, Newport Corporation, USA) 1év6 invertalt
mikroszkoppal (CK2, Olympus Corporation, Japan) tettik lathatova. A  sejteket
mikropipettaval, vagy hegyes mikroelektréddal szurtuk meg, a késobbi AP, illetve ionaram
regisztralasanak céljabol. Ezeket kapillarishuzo (P-2000, Sutter Instrument, USA)
hasznalatdval készitettiik el. A mikroelektrodak és mikropipettdk sejtekhez érintését
mechanikus makromanipuldtorral és harom irdnyba mozgathaté, piezoelektromos
mikromanipulatorral (Burleigh PCS-250, Thorlabs Inc., USA) végeztik. A sejtekbdl
elvezetett elektromos analdg jeleket fejegységen (CV-7B, Molecular Devices, USA) keresztiil
elvezettiik, erésitettiik (MultiClamp 700A vagy 700B, Molecular Devices, USA). Az erésitett
analog jeleket oszcilloszkopon (TDS1001B, Tektronix Inc., USA) is nyomon kdovettiik. A
szamitogép altali vezérléshez és adatgyljtéshez pClamp 10 (Molecular Devices, USA)
szoftvert hasznaltunk. Az erdsitd és a szamitogépes szoftver kozotti kapcsolatot digitalizalo
(Digidata 1332, 1440A, vagy 1550B, Molecular Devices, USA) tette lehetévé. A nyers adatok
kiértékeléséhez Microsoft Excel (Microsoft, USA) szoftvert, a kiértékelés soran kapott
adatokbol az abrak készitéséhez Origin (Microcal, USA) ¢és PowerPoint (Microsoft, USA)
grafikus szoftvereket hasznaltunk. Az elektrofiziologiai mérérendszer vazlata a 13. dbrdn

lathato.
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13. d@bra. Az elektrofiziologiai mérdrendszer vazlata.

5.2.1. Akcids potencialok mérése hegyes mikroelektroda technikaval

A membranpotencial mérésekhez az egysejtes rendszerre kidolgozott, nagyellenallast
iivegmikroelektroda technikat hasznaltuk!!®, Az AP-ok elvezetésére 3 M KCl-dal t5ltstt, nagy
ellenallasu (25-40 MQ) mikroelektrodat hasznaltunk. Az erdsit6t aram-clamp modban
hasznaltuk, a mintavételezés gyakorisaga 50 kHz wvolt. A sejtek ingerlése impulzus
generatorral (DS-R3; Foénixcomp Ltd, Magyarorszag) tortént, az altala biztositott
négyszogimpulzusok idétartama kb. 2 ms, amplitadoja az ingerkiiszob 120—130 %-a volt. Az
elvégzett kisérlettd]l fiiggden az ingerlés a mérdelektrodon keresztiil 0,3 és 5 s kozotti
ciklushosszon (CL) folyamatosan tortént. Az ingerlési frekvencidk valtoztatasakor mindig
megvartuk az egyensulyi allapot bealltat, ami kb. 50 akcids potencial lezajlasa utan tortént
meg. A rogzitett AP-ok kiértékelését egy, a munkacsoportunk altal programozott Microsoft
Excel makroval végeztik. A szoftver altal kiszamitott paraméterek: nyugalmi
membranpotencial (RMP), a depolarizacié maximalis sebessége (V' max, maximum dV/dt)), az

AP amplitaddja (APA), csucsédnak abszolut értéke, az 1. fazis repolarizacié amplitaddja
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(fesziiltségkiilonbség az AP csucsa ¢és a kupolat megel6z6 notch kozott) és meredeksége, az
AP 90 %-os repolarizaciojahoz tartozo iddtartama (APDgo), az APDgo felénél mérhetd
membranpotencial (platdso) értéke, valamint a terminalis repolarizacid6 meredeksége (V max)

(14. dbra).

AP csucs
N 40 /
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14. abra. Az adatelemzéssel meghatdarozott f6bb AP paraméterek. RMP: nyugalmi membranpotencial, APA:
akcios potencial amplitudo, 1. fazis: 1. fazis repolarizacio, APDg: 90 %-os repolarizaciohoz tartozo akcios
potencial idétartam, Platéso: APDgy felénél mérheté membrdnpotencial érték, Vmax: felszallo szdr maximalis
meredekség.

5.2.2. Ionaramok mérése fesziiltség-clamp technikaval

Az ionaramokat a patch-clamp technika teljes-sejtes konfiguracidjaban®’ mértiik, amihez
az er6sit6t fesziltség-clamp {zemmodban hasznaltuk. A mérések kivitelezéséhez
mikropipettat (patch pipetta, 2-3 MQ) hasznaltunk. A sejtek patch pipettaval torténd
megérintése utan enyhe szivas utan 1étrejott egy nagy ellenallasu (>1 GQ) kapcsolat, kialakult
az un. ,.gigaseal”. Ezt kovetden két lehetdségiink van a teljes-sejtes elrendezés l1étrehozasara,
azaz a mikropipetta hegye alatti membranfolt atszakitasara. Alkalmazhatunk erdsebb,
pillanatnyi szivast vagy néhany 1 ms iddtartama 1,5V-0s elektromos impulzust. Az
ionaramok mérése soran a soros ellendllds rendszerint 4-8 MQ volt. A soros ellenallas
nagymértékii emelkedése esetén a mérést elvetettiik.

A patch-clamp technika teljes-sejtes elrendezésében a mikropipetta belsé oldata kozlekedik
a sejtek intracellularis terével. A belsdé oldat Osszetételének valtoztatdsaval, kalcium kelator

segitségével lehetéségiink volt befolyasolni a sejtek szabad Ca?" koncentracidjat.
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Az ionaramokat minden esetben a sejt kapacitasara normaltuk, amelyet egy 15 ms hossz
10 mV-r6l —10 mV-ra torténd hiperpolarizaldé négyszogimpulzus segitségével hataroztunk

meg. Méréseink soran a sejtkapacitas atlagértéke kb. 125-128 pF volt.

5.2.2.1. Konvencionalis fesziiltség-clamp technika

A Kkalciumfiiggé kloridaramot (Icica) 200 ms id6tartamu, —40 mV tartofesziiltségrol
aktivaltuk —100 mV-r6l +100 mV-ra 20 mV Iéptékekkel depolarizaldé impulzusokkal, 0,2 Hz

frekvencian.

A befelé egyeniranyité kaliumaramot (Ix1) hiperpolarizalo, 200 ms id6tartamt —80 mV-rol

—130 mV-ra tart6 impulzusok alkalmazasaval regisztraltuk 0,05 Hz frekvencian.

A gyors késéi egyeniranyit6 kaliumaramot (Ikr) 500 ms id6tartamt, —-80 mV
tartofesziiltségrol +40 mV-ra depolarizald impulzusokkal aktivaltuk 0,05 Hz frekvencian.

Meéréseink soran az IcaL-t és az Iks-t farmakoldgiailag gatoltuk.

Az L-tipusi kalciumaramot (Icar) 200 ms idStartamua, —80 mV tartofesziiltségrél +10 mV-
ra depolarizal6 impulzusokkal aktivaltuk 1 Hz frekvencian. A tesztimpulzust egy rovid
idétartama (20 ms) —40 mV-ra torténd depolarizacid elézte meg a Na* dram megsziintetése

céljabol. Méréseink soran az Ikt és az Iks-t €s lo1-et farmakoldgiailag gatoltuk.

A tranziens Kkifelé iranyulé kaliumaramot (Iw1) +40 mV-ra torténé depolarizacidval
aktivaltuk —80 mV-os tartofesziiltségrol 0,05 Hz frekvencian. A tesztpotencialra 1épés elott
10 ms-ig tartd —40 mV prepulzust alkalmaztunk a gyors Na® aram inaktivalasdhoz, mig az

IcaL €s Iks aramokat 1 uM nisoldipinnel és 1 puM HMR-1556-mal gatoltuk.

9-phenanthrol hatiasa a teljes sejt aram-fesziiltség kapcsolatra és 9-phenanthrol altal
indukalt ismeretlen ,,egyenletes” kifelé iranyulo aram vizsgalata:
1. 200 ms id6tartamu +5 és —120 mV kozotti fesziiltségrampa segitségével,

2. 40 mV,+10 mV, +40 mV fesziiltség 1épcsdk segitségével tortént.

Az aram amplitddok meghatarozasi modjait az eredmények fejezetnél részletezem.

5.2.2.2. Akcios potencial fesziiltség-clamp technika

Az akcids potencial kialakitdsaban résztvevd iondramok fiziologias koriilmények kozotti

vizsgalatara a legalkalmasabb modszer az akcids potencial fesziiltség-clamp (APVC, action

27



potential voltage-clamp) technika (15. dbra). llyen méreseink soran a Tyrode oldattal
perfundalt szivizomsejtek akcidos potencialjat a patch-clamp technika teljes sejtes
elrendezésében aram-clamp iizemmodban rogzitettiik a kordbban mar leirt médon (lasd az
5.2.1. Akcios potencidlok mérése hegyes mikroelektroda technikaval fejezetnél). Minden
sejten 10 egymast kovetd AP-t rogzitettiink és azokat atlagoltuk. A kovetkezo 1épés soran az
erfsitd fesziiltség-clamp modjaban a korabban kivalasztott, atlagolt AP-hoz legjobban
hasonlitd AP-t hasznaltuk valtozatlan ingerlési frekvencian fesziiltségparancsként. A sejt sajat
AP-jat hasznalva parancsjelként a kapott referencia aramjel zérus (kivéve egy rovid idejii
szakaszt, ami az ingerlési artefaktum és az AP felszallo szara alatt mérhet6), hiszen ilyenkor a

sejtnek nincsen sziiksége az erdsitd részérdl kiilsé aramra az AP-ja fenntartasahoz.

50 mV

parancsjel

100 ms

referencia aram 0AF --

kompenzacios 0 AJF - - 7= e
aram “
0,5 mM
9-antracén- karboxilsav
_——

(9-AC) szenzitiv aram 0A/F -~

I9—AC

ICl(Ca) aram

15. dbra. Az APVC technika lényege sematikus dbrdzoldssal az \cica) gatlészer 9-antracén-karboxilsav (9-AC)
példdjan keresztiil bemutatva. Piros jelzi a parancsjelként haszndlt akcios potencialt, kék a referencia, fekete a
kompenzdcids, piros pedig a 9-AC szenzitiv dramként meghatdrozott Icica-t.

5.3. Az AP repolarizacio variabilitasanak elemzése

A rovidtava variabilitds meghatarozasahoz 50 egymast kovetd, 1 Hz-es steady-state

ingerléssel kivaltott akcids potencial sorozatot a kordbban leirt médon regisztaltunk, majd
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analizaltunk a repolarizacio rovidtava variabilitasinak meghatarozasara a kovetkezd képlet
hasznalataval:
SV = 2=1( |4PD, — APD,_,|)
[72 2]

2. egyenlet.

ahol SV a rovid tava variabilitas, az APDy és az APDn-1 az n-edik és n-1-edik APDgo értékeit
jeloli, és n pedig az egymast kovetd iitések szama®? 1%, Az 50 egymast kovetd APDgo értékbél
késziilt Poincaré-diagramokat a szer altal kivaltott SV valtozasok megjelenitésére hasznaltuk.
A repolarizaci6é variabilitdsanak tovéabbi analizise érdekében az APDgp értékeket ms
tartomdnyba csoportositottuk, és az egyes sejtekben kiszdmitottuk a teljes megjelenési
(kumulativ) valoszinliségiiket. Ezutan az adatok atlagat abrazoltuk az APD rovidtava
variabilitdsdban bekovetkezd valtozasok bemutatdsdra. A kumulativ valoszinliségi gorbe
jobbra toloédasa, az egymast kovetd APD értékek kozotti kiilonbségek novekedése aritmogén

hatast jelez. A kumulativ valosziniiségi gorbe balra tolodasa antiaritmias hatast jelez.
5.4. Fehérjeminta elokészités és Western blot analizis

A bal kamra kiilonb6z6 transzmurélis régioibol (EPI, ENDO, MID), valamint a bal kamra
midmiokardialis rétegének apikalis és bazalis régidjabol nyert, enzimatikusan izolalt
szivizomsejteket molekularis bioldgiai  vizsgalatokhoz IS hasznaltuk. A  sejteket
centrifugalassal gyijtottiik Ossze és ultrahang kezeléssel lizaltuk lizalo pufferben (20 mM
TRIS-HCI, 5 mM EGTA, pH=74, kiegészitve 1% proteaz inhibitor koktéllal). Natrium
dodecil-szulfatot és merkapto-etanolt adtunk megfeleld6 mennyiségben, és a mintakat 10
percig 100 °C-ra melegitettiik. A gélelektroforézishez 7,5%-0s gélt készitettiink, amelyekre,
40 pg/valyua fehérjét vittiink fel. Az elektroforézis utan a fehérjéket nitrocellul6z membranra
(Bio-Rad) transzferaltuk. Ezutdn a membran szabad kotShelyeit 5% tejet tartalmazo
foszfatpufferolt sooldatban blokkoltuk (PBS; pH=7,4), majd a kovetkezd els6dleges
ellenanyagokkal inkubaltuk: anti-TMEMZ16A (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA,
sc-135235; nyul, 1:200), anti-Bestrophin 3 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA, sc-
70147, kecske, 1:200). Az elsddleges antitestektdl fliggetleniil, a masodlagos antitestek torma-
peroxidazzal konjugalt kecske anti-nyul IgG és szamar anti-kecske 19G (1:1000, Bio-Rad,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) voltak. Az immunreaktiv savokat erdsitett

kemilumineszcencidas Western blotting Pico vagy Femto detektalo kit segitségével (Thermo
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Scientific, Rockford, IL, USA) vizualizaltuk egy Fujifilm Labs-3000-es sotét dobozban
(Fujifilm, Tokio, Japan). Az expresszid kvantitativ meghatarozasahoz hattér-korrekcios
denzitometriat végeztiink ImageJ szoftver alkalmazasaval (NIH, Bethesda, MD, USA). A
TMEMU16A- és a Bestrophin 3-specifikus savok optikai stiriségét normaltuk a mintak p-aktin-

specifikus savjainak optikai stirtiségére (1:200; Santa Cruz).
5.5. Statisztikai elemzés

A kozolt adatok a kisérleti eredmények szamtani kozépértékei + a kozépérték koriili
standard hiba. A csoportok Gsszehasonlitasa soran egyszempontos variancianalizist, Student-
féle kétmintas t-probat vagy onkontrollos t-probat alkalmaztunk az adott statisztikai
kérdéseknek megfelelden. Az adatok kozott az eltéréseket p<0,05 esetén tekintettiik

szignifikansnak.
5.6. Kisérleteinkhez hasznalt oldatok osszetétele

Izolalashoz hasznalt oldatok

JMM tapoldat (Joklik-féle médositott MEM tapoldat): Ca?*-mentes, taurinnal (2,5 g/l),
piruvattal (175 mg/1), rib6zzal (750 mg/1), allopurinollal (13,5 mg/l), NaH2PO4-tal (200 mg/I)
¢s NaHCOz-mal (1,4 g/1) kiegészitett JMM oldat (Joklik-féle modositott Minimum Essential
Medium Eagle, Sigma, termékszam: MO0518; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)
(pH=6,8).

MEM tapoldat: 2,5 mM Ca?* koncentraciéjii Minimum Essential Medium Eagle (MEM,

termékszam: M0643, Sigma-Aldrich Co.) oldat, melyet taurinnal (2,5 g/l), piruvattal (175
mg/l), ribézzal (750 mg/l), allopurinollal (13,5 mg/l), NaH2POgs-tal (200 mg/l) és NaHCOs-
mal (2,2 g/1) egészitettiik ki (pH=7,3).
Emészto oldat: IMM oldat, amely kollagenazt (0,66 g/l, Type Il., 245 U/mg; Worthington
Biochemical Co., Lakewood, NJ, USA), borji albumint (2 g/l, Fraction V.; Sigma-Aldrich
Co.) és CaClz-ot (50 uM) tartalmazott.

Perfuzios alapoldatok

normal Tyrode oldat: 144 mM NaCl; 5,6 mM KCI; 2,5 mM CaCl2; 1,2 mM MgCI2; 5 mM
HEPES ¢s 10 mM gliikéz (pH=7,4)

bikarbonatos Tyrode oldat: 121 mM NaCl, 4 mM KCI, 1,3mM CaCl,, 1 mM MgCly,
10 mM HEPES, 25 mM NaHCO3, 10 mM gliikoz (pH=7,35)
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Pipetta belsoé oldatok:

hegyes mikroelektréoda technika:
AP mérésére: 3 M KCI, 3 mM K>-ATP (pH=7,3)

hagyomanyos fesziiltség-clamp:
lo-ac mérésére: (puffermentes):110 MM K-aszpartat, 45 KCI, 3 mM Kz-ATP,
1 mM MgClz, 5 mM HEPES (pH=7,2)
Ikr, lcaL, lw1, k1 aram mérésére: (BAPTA tartalm):100 mM K-aszpartat,
45 KCI, 3 mM K2-ATP, 1 mM MgClz, 5 mM HEPES, 10 mM BAPTA (pH=7,2)

akcids potencial fesziiltség-clamp:
lo-ac mérésére: (puffermentes): 110 mM K-aszpartat, 45 KCI, 3mM K>-ATP,
1 mM MgClz, 5 mM HEPES (pH=7,2)
Ikr, IBAPTA-AM mérésére: (puffermentes): 130 mM K-aszpartat, 30 KCI, 3 mM
MgATP, 10 mM HEPES, 3 mM Na-foszfokreatin, 0,01 mM EGTA, 0,002 mM
CAMP (pH=7,3)

2. tablazat. Alkalmazott szerek és koncentracidjuk.

Alkalmazott

Hasznalt szer koncentracio Hatas
4-aminopiridin 1mM nem szelektiv lo1 gatloszer
9-AC 0.5mM lci(ca) gatloszer
9-phenanthrol 1, 3, 10, 30 uM TRPM4 gatloszer
A23187 1uM Ca?" ionofor
BAPTA 5uM Ca?* kelator
BAPTA-AM SuM Ca?* kelator
Bay K8644 200 nM IcaL aktivalo szer
dofetilide 100 nM Ikr gatloszer
E4031 300 nM és 1 uM Ikr gatloszer
HMR-1556 1uM ks gatloszer
isoproterenol 10 nM nem szelektiv B-receptor agonista
nisoldipine 1uM IcaL gatloszer
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6. Eredmények

6.1. A 9-AC a lciica) mérésének alkalmas eszkoze

Megvizsgaltuk, hogy a 9-AC gatolja-e az lcaL illetve az lo1 aramokat. Erre azért volt
szlikség, hogy meggy6zddjiink a 9-AC lcica-ra vonatkozo teljes szelektivitasarol a tervezett
APVC Kkisérleteinkhez. Ahhoz, hogy megakadalyozzunk barmiféle lcica) aktivalodast,
mindkét dram mérése soran 10 mM BAPTA tartalmt bels6oldatot, tovabba az li,1 mérése
soran nisoldipine tartalmu perfizios oldatot hasznaltunk (16. dbra). Korabban megmutattuk,
hogy a pipetta belsében hasznalt 10 mM BAPTA alkalmas az Icica) kikapcsolasara, mivel
gyorsan és nagy kapacitdssal képes a Icica kalcium altali  aktivaciojanak
megakadalyazasara*®. Kisérleteink soran 0.5 mM 9-AC jelenlétében sem az lcar Sem a lo1

nem kiilonbo6zott a kontrollhoz képest.
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16. @bra. A 9-AC nem hat az lcaL és lw1 dramokra. Reprezentativ lcar (A) és lo1 (B) dramok kontrollban
(fekete) és 0.5 mM 9-AC jelenlétében (piros) sejtkapacitisra torténd normdldas utan. lcar (C) és liwr (D)
atlagértékei kontrollban (fekete oszlop) és 9-AC jelenlétében (piros oszlop). Az oszlopok és hibajelek az dtlag
+ SEM értékeket jelzik, N mutatja a kisérletek szamat.

32



6.2. A lcica) hozzajarulasa az AP alakjanak kiilonbségeihez a

kutya bal kamrai miokardium transzmuralis rétegeiben

Megvizsgaltuk 0,5 MM 9 AC-vel elért Icica) gatlas hatasat a bal kamra eliilsé falanak
kiilonb6z6é rétegeibdl szarmazéd izolalt szivizomsejtekben (17. dbra). Az AP-okat alakjuk
stabilizalodasat kovetden (,,egyensulyi allapot”-ban) rogzitettiik kontroll oldatban, elséként
5s ciklushosszon (CL), majd fokozatosan csokkené 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 kifejlédott (jellemzéen 7-8 perc), majd az AP-k
valtozd CL-on torténd rogzitését a korabbiakhoz hasonloan megismételtiik. Végiil a gatldoszer
kimosasat végeztik el a 9-AC altal létrehozott valtozdsok visszafordithatosdganak
tesztelésére.

A 9-AC csokkentette az AP 1. fazisanak amplitadojat az dsszes vizsgalt sejttipusban (17.
A-C, E abrak). Az lcica) gatlas a MID és ENDO sejtekben megnovelte az APDgo-et (17. A-B,
F dabrak), de nem valtoztatta meg szignifikansan az EPI sejtek APDgo értékeit (17. C, F
abrak). Az akcios potencial id6tartamat a 9-AC forditott frekvencia-fiiggé modon novelte
meg a MID és ENDO sejtekben, tehat a legkifejezettebb AP nyujto hatas a legkisebb ingerlési
frekvencian (a legnagyobb ingerlési ciklushossznal; 5 s) jott 1étre (17. F abra). Minden 9-AC-
indukalt AP paraméter valtozas visszafordithatd volt a kimosas 10-15. percén beliil (17. A-C
abrak). A nyugalmi membranpotencial (RMP) és a Vmax 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
hasonlova valt az ENDO sejtek AP-jahoz (17. D dbra). A 9-AC a 4-AP folyamatos
jelenlétében az AP paramétereit hasonldé moddon valtoztatta meg, mint amit az ENDO
sejtekben figyeltiink meg (17. E-F dbrdk), azaz példaul a 9-AC meghosszabbitotta az AP-t 4-
AP eldkezelt EPI sejtben. A 9-AC hidnyaban és jelenlétében mért AP paramétereket (atlag +
SEM értékek) a 3. tablazatban foglaltam 6ssze.
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17. abra. A lcicay AP alakjdhoz valo hozzdjaruldsa kiilonbozo transzmurdlis elhelyezkedésii sejteken.
Reprezentativ AP-ok kontroll (Tyrode), 0,5 mM 9-AC jelenlétében és annak kimosdsa utan a midmiokardium (A),
szubendokardium (B) és szubepikardium (C) sejtjein. A D panel reprezentativ dbrdjin a 9-AC-t 1 mM 4-AP
Jjelenlétében alkalmaztuk egy EPI sejten. 9-AC-indukalt elsd fazis (E) és APDy (F) valtozdsok. Az oszlopok és a
hibajelek a szdmtani atlagot + SEM-t jelolik, n jelzi a kisérletek szamdat. Az E panelen minden 9-AC-indukdlt elsd
fazis valtozas szignifikans volt. Az F panelen a + jelek az EPI és EPI (4-AP-ben) csoport kozétti szignifikans
valtozasokat jelolik.

3. tablazat. AP paraméterek 1 Hz-es stimuldcios sebességgel kiilonbozd transzmurdlis rétegek sejtjeiben.

EPI (n=9) ENDO (n=9) EPI 4-AP-ben (n=6) MID (n=20)
Kontroll 9-AC Kontroll 9-AC Kontroll 9-AC Kontroll 9-AC
APDgg (MS) 21949 208+8 225+10 243+11 225+16 241£17 26149 287+9
1. fazis (mV) 34.742.6 18.1+4.2 12.0+£2.7 1.4+0.9 10.8+2.7 3.5+1.1 24.8+1.7 9.4+2.2
RMP (mV) —-80.240.8 —80.5+0.8 -79.5+1.2 —81.5£1.2 -79.3+0.8 -80.1+x1.1 —80.8+0.8 —81.8+0.8
Vmax (V/S) 193+16 190£16 184423 181£21 178+15 176=£15 190+13 188+12
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6.3. A 9-AC hatasa a szivcsucs és a szivbazis sejtjeinek AP

paramétereire

Hasonlo kisérleteket végeztiink a bal kamrai midmiokardium szivcsticshoz kozeli
(apikalis) és a pitvarok felé¢ esd (bazalis) részeibdl izolalt sejteken. A 9-AC mindkét
sejttipusban az APDgo novekedését és az AP 1. fazis amplitudojanak csokkenését okozta (18.
abra). Az AP forditott frekvencia-fliggd hosszabbodasa kifejezettebb volt a bazalis sejtekben,
¢és ez a kiilonbség szignifikansnak adodott 0,5 és 1 s CL-on (18. D dbra). A kiilonboz6
transzmuralis rétegekbdl izolalt sejtekkel végzett kisérleteink eredményeivel 6sszhangban a 9-
AC nem befolyasolta a RMP és Vmax értékeket, és az AP paraméterekre gyakorolt hatasai
visszafordithatdak voltak (18. 4, B dbrdk). Az apikalis és bazalis sejtekben mért AP
paramétereket (atlag + SEM értékek) a 4. tabldazatban foglalom Gssze.
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18. d@bra. Az lcica) gdtlas eredményének apikobazalis kiilonbségei. Reprezentativ AP mérések 1 Hz-en apikdlis
(A) és bazalis (B) sejten. 9-AC indukdlt 1. fazis (C) és APDg (D) valtozas. Az oszlopok és a hibajelek a szamtani
dtlagot = SEM-t jelolik. A *-0k a 9-AC dltal indukalt statisztikailag szignifikdns valtozdst jelolik, a + pedig az
apikalis és bazalis sejtek kozotti szignifikans eltérést jelzik.
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4, tablazat. AP paraméterek 1 Hz-es stimuldcios sebességgel apikalis és bazdlis sejtekbdl nyert sejtekben

Apikalis (n=15) Bazalis (n=13)
Kontroll 9-AC Kontroll 9-AC
APDg (MS) 23449 252+10 252412 282+11
1. fazis amplitado (mV) 26.3£2.4 | 16.1£2.5 | 23.14£2.0 | 14.0£2.4
nyugalmi membranpotencial (mV) | —82.6+0.7 | —81.6+0.7 | —81.3+0.8 | —81.4+0.9
Vmax (V/s) 205+7 20248 17648 174+9

6.4. A négyszogimpulzusokkal vizsgalt Icica aramsiriségek,
valamint a TMEM16A és Bestrophin-3 expresszios szintek kozel
azonosak  Kkiilonbo6z6 bal  kamrai  régiokb6l  nyert

szivizomsejtekben

A 9-AC kiilonb6zé moddon valtoztatta meg az AP-kat a bal kamra kiillonbozé régioibol
szarmaz6 sejteken. A kiilonbségek okanak felderitése céljabol megvizsgaltuk, hogy az egyes
régiok sejtjei kozott van-e kiilonbség az Icica) dramstiriségében, illetve a legvaldsziniibb
lcicay-€rt felelds fehérjék (TMEMI16A és Bestrophin-3) expresszids szintjeiben. A 9-AC-
érzékeny aramokat a bal kamra kiilonbozé eredetli sejtjeiben hagyomanyos
négyszogimpulzusok segitségével mértik (19. dbra). A legnagyobb Icica aramsiriiségek
egyenldek voltak a vizsgalt sejt eredetétdl filiggetleniil. Ez nem csak a transzmurdlis
(19. abra), hanem az apiko-bazalis (19. abra) gradiens esetében is igy volt. Az Icica) -20 mV-
nal kezdett aktivalodni, és legmagasabb értéke +60 mV volt minden vizsgalt sejttipusban
(19. dbra), hasonléan a korabbi kozleményekben leirtakhoz*® 119,

A TMEMI6A és a Bestrophin-3 expresszios szintjeit a PB-aktinéval egyiitt detektaltuk
(19. abra), és arra normaltuk. A vizsgalt sejtekben — a maximalis aramsiiriiséghez hasonloan —
mind a TMEM16A, mind a Bestrophin-3 esetében azonos normalt expresszids szinteket
figyeltink meg (19. dbra). A hagyomanyos fesziiltség-clamp adatok és a fehérjeexpresszios
eredmények alapjan a 9-AC altal létrehozott AP valtozdsok regiondlis eltérései nem a

csatornak expresszidjanak kiilonbségei miatt kdvetkeztek be.
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19. d@bra. A lcica) denzitds és a TMEM16A és Bestrophin-3 normalt expressziojanak regionalis megoszlisa. A
négyszogimpulzusokkal (A) aktivalt 500 nM 9-AC-érzékeny dramok fesziiltségfiiggése a bal kamra kiilonbozé
transzmurdlis rétegeiben (B) és a bal kamrai midmiokarium apikdlis és bazdlis régidinak sejtjein (C).
Reprezentativ Western blot (D) a TMEM16A, Bestrophin-3 és f-aktin expressziordl (fentrdl lefelé). [-aktinra
normalt TMEM16A (iires) és Bestrophin-3 (csikos) denzitometrias értékek. datlagai az oszlopok feletti szamu
mérésbol €. Az oszlopok és a hibajelek a szamtani atlagot = SEM-t jelolik, n jelzi a kisérletek szamat.
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6.5. A lcica profilok transzmuralis heterogenitaisa APVC
segitségével mérve

A kiilonboz6 régiokbol szarmazo bal kamrai sejtekben a 9-AC eltérden befolyasolta az AP
alakjat ¢és paramétereit. Ezen kiilonbségek megmagyardzasara Icica) aramprofilokat
vizsgaltunk, amihez Io.ac-t rogzitettik APVC-vel. Ezzel a technikaval az Icica-t az egyes
sejtek korabban rogzitett sajat AP-ja, mint fesziiltségparancs soran vizsgaltuk, hogy teszteljiik
az AP alakjanak fontossagat az aram aktivalasaban. Mivel a pipettaoldat nem tartalmazott
kalcium-puffereket vagy Ca?* -ot, igy a sejtek [Ca']i homeosztazisat nem modositottuk
mesterségesen. A Io.ac profilok dinamikajukban hasonlitottak a bal kamrai fal kiilonb6z6
transzmuralis régioibol szarmazo minden egyes sejttipusban (20. dbra), fiiggetleniil az AP-k
alakjaban jol ismert kiilonbségekt6l (20. dbra). Az lg-ac profilok tartalmaztak egy korai, nagy
¢s gyors kifelé iranyuldé komponenst, amely megfelel az AP-ok 1. fazisdnak, majd a végso
repolarizacid (3. fazis) soran egy késoi, kicsi és befelé iranyuld komponenst figyelhettiink
meg (20. dbra). Azonban a kifelé iranyuldo komponens csticsanak aramsiriisége, tovabba a
normalt Ossztoltése is statisztikailag nagyobb volt EPI sejtekben az ENDO sejtekhez képest
(20. C, D dbrdk).
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20. dbra. Az lcica) transzmurdlis eltérései APVC technikdval mérve. Reprezentativ AP-ok EPI, MID és ENDO
(A) sejtekben mérve, és a hozzdajuk tartozé 0.5 mM 9-AC szenzitiv dramként (lg.ac) mért lcicay profilok (B). A le.
ac outward (fehér téglalap) és inward (fekete téglalap) dramainak csics denzitasai (C) és oOssztoltései (D). Az
oszlopok és a hibajelek a szamtani dtlagot £ SEM-t jelolik. A *-0k az EPI és ENDO sejtek kozotti statisztikailag
szignifikans valtozast jelolik, az n pedig a kisérletek szamat jelzi.

6.6. Az AP alakjanak hatasa az Icica) profilokra

Az EPI és ENDO sejtek kozott jelentds kiilonbséget taldltunk mind a 9-AC AP alakjara
gyakorolt hatasaban, mind az APVC-vel mért Is.ac profilok (maximalis aramsiiriiség és
Ossztoltés) tekintetében. A jelenségek hatterében az EPI és ENDO AP-ok eltérd alakjat

sejtettiik, ezért teszteltiik az AP parancs alakjanak szerepét az Icica) aktivaldsédban. Tipikus
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ENDO ¢és EPI AP-kat (21. A, B dbrdk) valasztottunk és hasznaltunk fesziiltségparancsként
APVC Kkisérletekben mind ENDO, mind EPI sejteken. A Is.ac profilok mind az ENDO
sejtekben (21. C dbra) mind az EPI sejtekben (21. D dbra) mindkét stimulus parancsjellel
hasonldéak voltak. Azonban kiilonbség mutatkozott a korai kifel¢ iranyuldé komponens
maximalis aramstriségének és 0ssztoltésének értékei kozott, mivel az EPI parancsjelekkel
aktivalt Icica) mindig nagyobb értékeket eredményezett, fiiggetleniil attol, hogy melyik
sejttipust hasznaltuk Icica) rogzitésére (21. E, F dbrak).
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21. dbra. AP alakjatol fiiggd \cica) dramprofilok APVC technikdval mérve. Parancsjelként tipikus ENDO (A)
és EPI (B) AP-t hasznaltunk ENDO és EPI sejtekben. A \cica) dramprofilokat 0,5 mM 9-AC-szenzitiv dramként
(lg-ac) mértiik ENDO (C) és EPI (D) sejtekben mindkét tipikus parancsjelet hasznalva. A lg.ac outward (fehér
téglalap) és inward (fekete téglalap) aramainak csics denzitasai (E) és normdlt ossztéltései (F). Az oszlopok és
a hibajelek a szamtani dtlagot + SEM-t jelolik. A *-0k az EPI és ENDO AP dltal kivaltott s ac valtozdsai kozotti
statisztikailag szignifikans valtozast jelolik, az n pedig a kisérletek szamdt jelzi.
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6.7. A lcica szerepe az EAD-k létrejottében és a repolarizacio
rovid tavu variabilitasaban

Az EAD egy teljes repolarizacio elotti depolarizacio, az AP platdé fazisa sordn, és
felelésnek tekinthetd a malignus szivritmuszavarok kialakuldsaért®’. Kisérleteink soran 0,5
MM 9-AC csak a sejtek kis szazalékaban indukélt EAD-t és csak hosszii CL stimulalas esetén
(22. A, B dbrdk). A nem specifikus B-adrenerg agonista isoproterenol (ISO, 10 nM)
alkalmazasaval elért [Ca®']i novekedés nem mutatott EAD-t egyik vizsgalt CL-on sem 9-AC
hianyaban, viszont a két vegyiilet egyidejii alkalmazasa sokkal gyakoribb EAD eléfordulast
eredményezett, kiilondsen hosszi CL-ok esetén (22. B dbra).

A QT-intervallum rdvid tavu variabilitdsa jobb prediktiv értéket mutat a szivritmuszavarok
kialakulasaval kapcsolatban, mint maga a QT-intervallum idétartama®® 1%, Mivel a QT-
intervallum megfelel a kamrai AP id6tartamanak, a QT-intervallum rovid tav( variabilitasat
az AP id6tartam rovid tadva varidbilitasaként (SV) lehet reprezentalni sejtszinten.
Hangsulyozni kell, hogy ezeket a kisérleteket 1 Hz-es egyensulyi ingerléssel végeztiik, ezért
az APD vagy SV valtozasai nem lehetnek az EAD el6fordulasa miatt. Az SV legjobb
abrazolasara a Poincaré diagram alkalmas, melyeken az AP-k (APDg) vagy a QT-
intervallumok id6tartamat abrazoljuk a korabbi APDgo vagy QT -intervallum id6tartam értékek
fliggvényében. A 9-AC novelte az APDgo értéket, mig az ISO hozzdaddsa megsziintette ezt az
AP megnytlast (22. C abra). 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 (22. C dbra). Azonban 9-AC
elokezelés nélkiil az ISO még alacsonyabb értékre csokkentette le a SV-t (1,4 £ 0,1 ms)
(22. D dbra).

Az egymast kovetd APD értekek kozotti kiilonbséget 1 ms-0s tartomanyonként
csoportositottuk, és kiszamitottuk a megjelenésiik kumulativ valdszintiségét (22. abra) az 50
elemzett AP kozott esetlegesen el6forduld szokatlanul rovid vagy szokatlanul hosszi AP-k
érzékenyebb észlelése érdekében. A kumulativ valdszinliségi gorbe jobbra tolddéasa, az
egymast kovetd APD értékek kozotti kiilonbségek novekedése aritmogén hatast jelez. A
kumulativ valdsziniiségi gorbe balra tolodasa antiaritmias hatast jelez. 9-AC jelenlétében az
egymads utani APDgo-értékek kozotti kiilonbségek diszpergalasdnak értékelésénél a kumulativ
eloszlasi gorbe a nagyobb beat-to-beat variabilitas iranyaba tolodott, jelezve az egymast
kovetd APDgo értékek kozotti kiilonbségek novekedését (22. E, F dbrak).
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22. dbra. A lcica) hozzdjaruldsa a repolarizdcio rovidtivi variabilitisara (SV) és korai utéodepolarizdciokra
(EAD). Reprezentativ AP-0K 2 s-os ciklushossz ingerléssel 0,5 mM 9-AC és 10 nM isoproterenol (ISO) egyiittes
Jjelenlétében (A). EAD eldfordulas 9-AC és ISO ondllo, valamint 9-AC+ISO egyiittes jelenlétében a steady-state
ingerlési ciklushossz fiiggvényében (B). Reprezentativ Poincaré diagrammok 50 egymdst kévets AP-bol kontroll
(fekete négyzetek), 9-AC (piros rombuszok) és 9-AC+ISO (kék hdromszogek) esetében (C). A C panel
dbrabetéten az SV értékek dtlaga latszik. Reprezentativ Poincaré diagrammok egy masik sejt 50 egymast kéveté
AP-jaibol kontroll (fekete négyzetek) és 1SO jelenlétében (rozsaszin csillagok) és az SV dtlagai a betétben. (D).
Az egymast kéveté APDy kiilonbségek kumulativ valosziniiségei 24 mérésbdl kontroll (fekete négyzetek), 9-AC
(piros rombuszok), és 9-AC+ ISO (kék hdromszogek) koriilmények kozott (E). Az egymdst koveté APDago
kiilonbségek kumulativ valosziniiségei 13 mérésbol kontrollban (fekete négyzetek) és 1SO-ban (rozsaszin
csillagok) (F). Az oszlopok, a szimbélumok és a hibajelek a szamtani atlagot + SEM-t jelolik. A *-ok a kontrolitol
statisztikailag szignifikansan eltéré valtozast jelolik, az n pedig a kisérletek szamat jelzi.
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6.8. ABAPTA-AM hatasa az akcios potencial morfologiajara

crcr

a két legkézenfekvobb modszer a [Ca?*]i csokkentése kalciumkelatorral (pl. BAPTA), illetve a
[Ca?*]i novelése Kalcium-ionofor (A23187) alkalmazasaval. Sejtjeinket a BAPTA sejt-
permeans acetoxi-metilészter formajaval (5 uM BAPTA-AM) kezelve meghosszabbodott,
mig az 1 uM A23187 esetében rovidiilt a repolarizacié 90 % -nal mért akcidés potencial
idotartam (APDgo). Ezek a valtozasok fokozatosan alakultak ki (23. C dbra), bar a BAPTA-
AM esetében az APDgo kezdeti gyors novekedését figyeltik meg. Az APDgo valtozasai
mellett az akcids potencial altalinos morfologiajaban is jellemz6 valtozasok kovetkeztek be.
A [Ca®]; csokkentése (BAPTA-AM-mel) a platé potencialjat pozitivabb fesziiltségekre tolta,
mikdzben a [Ca?*]i emelkedése a platopotencial jelentds csokkenését eredményezte (23. A, B

abrdk).
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23. dbra. Az intracelluldaris kalcium koncentrdcio valtozasinak akcios potencidl morfologidjdra kifejtett
hatdsa. Kutya bal kamrai szivizomsejtben mért reprezentativ akcios potencidlok 5 uM BAPTA-AM (A) és 1 uM
A23187 (B) jelenlétében, 30 perces expozicios iddvel, illetve az APDg iddfiiggése (C). A szimbolumok és
hibajelek a szdmtani datlagot +SEM-t jelolik. A *-ok az A23187 és BAPTA-AM hatdsa kézotti statisztikailag
szignifikans valtozast jelolik, az n pedig a kisérletek szamat jelzi.
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A BAPTA-AM hatasat kordbban tanulméanyoztdk olyan koriilmények kozott, ahol az IcaL
nagysagat manipulaltdk. Ca?* -csatorna-blokkold nisoldipine® jelenlétében a BAPTA-AM
altal létrehozott APD-hosszabbitds kismértékii, bar statisztikailag szignifikdns volt 5 perc
utan, és atmenetinek bizonyult, mivel 20 percnyi BAPTA-AM expozicidé utan megsziint (24.
B, D dbrdk). Ezzel szemben az lcai novelése BAY K8644-gyel® jelentésen novelte a
BAPTA-AM iltal elidézett APDgo nyujtd hatast (24. C, D dbrdk). Erdemes megjegyezni,
hogy a BAPTA-AM hatasa kétfazisu volt BAY K8644 jelenlétében: a BAPTA-AM 5 percnyi
alkalmazasa utan az APDgo elérte a maximalis értékét, és ezutdn az APDgo fokozatosan
csokkent, majd a BAPTA-AM alkalmazas 15. percében érte el a minimumat (24. C dbra).

A lcaL gatlo nisoldipine altal okozott platopotencial csokkenés, illetve a IcaL-ot megndveld
BAY K8644 altal l1étrehozott platd emelkedés hasonlit az A23189 és a BAPTA-AM esetében
latottakhoz. Ezeket az eredményeket (23. és 24. dbra) egybevetve arra a kovetkeztetésre
juthatunk, hogy a [Ca?']; csokkentése megnyujtja, mig ndvelése roviditi az akcios potencialt;

és ezeket a hatasokat valdsziniileg a Ica. Ca?*-fiiggé inaktivacioja hozza 1étre®.
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24. abra. A BAPTA-AM akcios potencidlra gyakorolt hatdsa L-tipusii kalciumdram gdatloszer és aktivaloszer
Jjelenlétében. Reprezentativ AP-ok kontroll, majd 5 perc nisoldipine, illetve BAY K8644 jelenlétében (fekete) (A).
Nisoldipine, illetve a BAY K8644 folyamatos alkalmazdsa melletti BAPTA-AM hatdst (30 perces expozicids idd
utdn) jelzi a piros szin. Az expozicios idé fiiggvényében vizsgalt 1 uM nisoldipine (B) és 200 nM BAY K8644 (C)
APDgo-ra gyakorolt hatdsa. Az iires korok a BAPTA-AM kezelés eldtti dallapotot jelzik (elsé a kontroll, a masodik
az 5 perces nisoldipine vagy BAY K8644 eldkezelés), a fekete pontok pedig a nisoldipine és BAY K8644
Jelenlétében torténd BAPTA-AM kezelés hatasat jelentik Az 5, illetve 30 percnél mért APDy értékeit a D panel
mutatja. A szimbolumok és hibajelek a szdmtani dtlagot +SEM-t jelolik. A *-ok a szermentes (kontroll)
dllapothoz viszonyitott szignifikans valtozast, mig a +-ek a BAPTA-AM elbkezeléshez viszonyitott szignifikdans
kiilonbséget jelolik, az n pedig a kisérletek szamat jelzi.
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A fenti eredményekkel szemben, amikor gatoltuk a sejtek Ikr aramat (100 nM dofetiliddel
vagy 300 nM E4031-el), a BAPTA-AM roviditette az AP-kat, amint azt a 25. C, D, E abrakon
mutatom. Az Ik, gatloszerek az altalunk alkalmazott koncentraciokban az Iy dram tébb, mint
75 %-at gatoljak®®. A BAPTA-AM APDg révidité hatdsa azonban atmenetinek bizonyult,
hasonléan a BAY K8644 jelenlétében alkalmazott BAPTA-AM 5 perc és 20 perc kozott
tapasztalt atmeneti APDgo roviditési tendenciajahoz (24. D dbra). A kisérleteket elvégeztiik
ugy is, hogy forditott sorrendben alkalmaztuk a szereket, tehat BAPTA-AM eldkezeléssel,
illetve annak hianyaban vizsgaltuk 100 nM dofetilide hatasat. A dofetilide mindkét esetben
megnovelte az APDgo értékét, am a szer AP meghosszabbitd hatasa szignifikdnsan kisebbnek
bizonyult 5 uM BAPTA-AM jelenlétében (25. F dbra). Az 6nmagaban alkalmazott BAPTA-
AM AP idétartamot noveld hatdsat kizardlag az Ikr gatldsa valtoztatta ellentétes, AP
idétartamot csokkentd hatassa. A sejteket az Iks gatlé 1 uM HMR-1556-tal’®’ elékezelve
ugyanis a BAPTA-AM hozzaadasa ugyanugy az AP id6tartam tovabbi novekedését okozta,
mint az 6nmagaban alkalmazott BAPTA-AM (25. B, E dbrdk).

BAPTA-AM
Il 5 perc
A Kontroll HMR-1556 Kontroll Dofetilide  Kontroll E-4031 E 150 1 =8 ] 30 perc
5 n=
@=18 ¥ = =
= 100 1 s =
= o
g 2
50 1 % =]
s 5
=] =

BAPTA altal indukalt
APD,, valtozasok (ms)
l =

238,
01 E2 232
Sy =2 ”
4 = = =7 F
-100
D =7
. (n=7) 400 . n=7)
e e F
e L4 3001 e
. £ ! =
T £3
: g : %
: Za0) £
| HMR-1556 ! Dofetilide b E.4031 2 Ea
1 uM ! (100 nM) L (300 nM T2
100 eV 100! ! 00! | © ) RS
=4
— — —_— a <
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30
1dé (perc) Idé (perc) Idé (perc)

25. dbra. A BAPTA-AM akcids potencidlra gyakorolt hatdsa kiilonbozé késdi egyenirdnyité kdliumdram
gdtloszer jelenlétében. Reprezentativ AP-ok kontroll, majd 5 perc HMR-1556, dofetilide és E4031 jelenlétében
(fekete) (A). HMR-1556, dofetilide, illetve E4031 folyamatos alkalmazasa melletti BAPTA-AM hatdst (30 perces
expozicios id6 utan) jelzi a piros szin. Az expozicios ido fiiggvényében vizsgalt 1 uM HMR-1556, 100 nM
dofetilide és 300 nM E4031 APDgo-ra gyakorolt hatisa (B-D). Az iires korék a BAPTA-AM kezelés eldtti
dllapotot jelzik (elsé a kontroll, a masodik az 5 perces HMR-1556, dofetilide, illetve E4031 eldkezelés), a fekete
pontok pedig a HMR-1556, dofetilide, illetve E4031 jelenlétében torténd BAPTA-AM kezelés hatdsat jelentik. Az
5, illetve 30 percnél mért APDyy értékeit az E panel mutatja. Az (F) panelen a * a BAPTA-AM nélkiili dofetilide
hatdshoz viszonyitott szignifikdns vdltozdst jeloli. A szimbdlumok és hibajelek a szamtani datlagot =SEM-t jelolik.
A *-ok a szermentes (kontroll) dllapothoz viszonyitott szignifikans vdltozdst, mig a +-ek a BAPTA-AM
eldkezeléshez viszonyitott szignifikans kiilonbséget jelolik, az n pedig a kisérletek szamdt jelzi.
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Megvizsgaltuk a nisoldipine, BAY K8644, dofetilide és E4031 (szerek, melyeket BAPTA-
AM alkalmazasa el6tt hasznaltunk, a 24. és 25. dbrakon lathat6) idéfiiggé hatasat 20-30
percig tartd kisérletekben (26. abra). Igy bizonyosodtunk meg arrdl, hogy a BAPTA-AM altal
eléidézett barmilyen APDgo valtozas nem tulajdonithatd az eldkezelés soran alkalmazott szer

1d6fliggo hatasanak.
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26. dbra. 1 uM nisoldipine (4), 200 nM BAY K8644 (B), 100 nM dofetilide (C) és 300 nM E4031 (D) hatdsa
az APD90-re rovid (5 perc) és hosszii (20-30 perc) tavon. Az oszlopok és hibajelek a szamtani atlagot + SEM-,
a *-ok a kontrollhoz viszonyitott szignifikdns kiilonbséget jeldlik, az n pedig a kisérletek szamat jelzi.

Annak vizsgalatara, hogy a BAPTA-nak kizarolag az AM formdja valtoztatja meg az
tart0 BAPTA-expozicié sordn nem figyeltlink meg valtozast sem az akcids potencidl
idGtartamaban, sem mas paraméterében (27. A, B dbrak). Ez azt sugallja, hogy az acetoximetil
csoport jelenléte sziikséges a BAPTA-AM akut APD-névelé hatasanak kialakulasahoz. Az

akcios potencialok stabilitasat kontroll koriilmények kozott az 27. C és D abrakon mutatom
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be. Az akcids potencidlok iddtartama €s konfigurdcidja sem valtozott szignifikansan a
kezeletlen kutya kamrai sejtekben a 60 perces rogzitési idé alatt, hasonlon a BAPTA

jelenlétében tapasztaltakhoz.
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27. dbra. 5 uM BAPTA hatdasa az APDy-re (A) és az AP morfologidjdra (B), illetve egy kezeletlen szivizomsejt
akcios potencidljanak idébeli stabilitaisa (C, D). A B és D paneleken ugyanazon sejt egymdsra illesztett
reprezentativ AP-jai lathatoak kezdetben (a), illetve 60 perc utin (b). A szimbolumok, hibajelek és oszlopok a
szamtani atlagot £ SEM-t, a zarojelben feltiintetett szamok a vizsgalt sejtek szamat jelolik, az n pedig a kisérletek
szamat jelzi.

6.9. A BAPTA-AM hatasa az Ikr aramra

Az elsd kisérletsorozatban a perfiizids oldatban kiilséleg alkalmazott BAPTA-AM Ikr-re
gyakorolt hatasat vizsgaltuk 5 kamrai szivizomsejtben hagyomanyos fesziiltség-clamp
technikaval. Az Ikr aramstiriiségét a —40 mV-ra torténd repolarizacié utan mért Ik, farokaram
amplitddobol szamitottuk. Amint a 28. abran lathatd, a sejtek Ikr aramsiiriiségét 5 uM
BAPTA-AM a kontroll koriilmények kozott mért érték 32+8 % -ara csokkentette (0,39+0,05
¢s 0,124+0,03 A/F, p <0,05, n=5). Ez a hatés részlegesen reverzibilis volt, mivel BAPTA-AM-
mentes perfizids oldatban az 5 perces kimosasi id0 alatt az aram amplitadd visszatért a

kontroll értékének 76+5 % -ara. Ezekben a kisérletekben a pipetta belsd oldat 10 mM
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BAPTA-t tartalmazott, igy tehat az extracellularisan alkalmazott BAPTA-AM Ikt cs6kkentd
hatésa fiiggetlen volt a BAPTA-AM intracelluldris Ca%*-ot keldlé hatdsatol.
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28. dbra. A BAPTA-AM lkr-re gyakorolt hatisa \C kériilmények kozott. (A): ke farokdramok a sejt
repolarizdcidja sordan, —40 mV-os fesziiltséglépcsS alatt. Az dram 500 ms alatt, +40 mV-on aktivalodott. Az
5 uM BAPTA-AM 5 perc utani hatdsat piros szin jelzi, a kék szin jelenti az 5 perc Kimosds eredményét. (B): lkr
farokdaram amplitudojanak atlagai lathatoak kontroll kériilméenyek kiozétt és BAPTA-AM jelenlétében, illetve a
BAPTA-AM kimosdsa utin. A szimbolumok és hibajelek a szamtani datlagot +SEM-t jelolik. A *-ok a kontrollhoz
viszonyitott hatdasbeli statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelolik, a + pedig a BAPTA-AM kimosdsdt kovetd
szignifikdns valtozdst mutatja, az n pedig a kisérletek szamdt jelzi.

6.10. ABAPTA-AM hatasa az Ixr aramra (APVC)

A hagyomanyos fesziiltség-clamp kisérletek nem idedlisak az iondram gatlas
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 Ik, aramprofilra (29. abra). Mivel ez a technika az Ikr farmakologiai
kivonadsan alapul (1 uM E4031 alkalmazasdval), a méréseket szivizomsejtek két
¢s jelenlétében rendre 0,50+0,03 ¢és 0,17+£0,06 A/F (n=7 és n=5, p <0,05) volt, ami 66 %-0S
amplitidocsokkenésnek felel meg. Még nagyobb kiilonbség mutatkozott az akcios potencial
alatti, Ik, altal szallitott toltés mennyiségében: kontroll kdriilmények kozott 22+5 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
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kisérletekben is, mert a sejteket a kiils6 BAPTA-AM alkalmazésa elott elézetesen BAPTA-

val toltottiik fel (lasd a Modszerek részt).
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29. dbra. BAPTA-AM lkr-re gyakorolt hatdisa az APVC kéritlmények kozott. (A): A parancsjelként hasznalt
. kanonikus” akcios potencidl (feliil), az lkr dram (kontroll), illetve 5 uM BAPTA-AM hatdsa az Ix-re. Mérések
eldtt mindkét sejtcsoport 20 perces BAPTA-AM elbkezelésen esett dat. (B), (C): Az Ik dramsiiriiség, illetve a
szallitott osszetdltés kontroll koriilmények kozott és 5 uM BAPTA-AM jelenlétében. Az oszlopok és a hibajelek a
szamtani dtlagot + SEM-t, a *-0k a statisztikailag szignifikdans kiilonbséget jelzik az extracellularis BAPTA-AM
kezelt és kezelés nélkiili sejtcsoportok kézott, a zarojelben feltiintetett szamok pedig a vizsgalt sejtek szamat
jelolik, az n pedig a kisérletek szamat jelzi.
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6.11. A 9-phenanthrol hatasa a szivizomzat fontosabb
ionaramaira

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

A befelé egyeniranyité K* aramot (Ik1) hiperpolarizald, —80 mV-rol 200 ms-ig —130 mV-ra
tartd6 impulzusok alkalmazasaval regisztraltuk 0,05 Hz frekvencian. Az dramot a —130 mV-0s
fesziiltségimpulzus végén hataroztuk meg. A 9-phenanthrol 10 pM-os vagy annal magasabb
koncentracidban szignifikansan csokkentette az Iki-et részben reverzibilis modon (30. A, B

dbra).
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30. dbra. A 9-phenanthrol koncentrdcio-fiiggd hatdsa az |i-re. Reprezentativ egymdsra vetitett lk1 dramok (A)
és az Ix1 gatldas mértékét jellemzé B panel. Az k1 dramot —130 mV-on mértiik. A fekete négyzetek és hibajelek a
szamtani dtlagot £ SEM-t, a *-ok a statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelzik a kontrollhoz viszonyitva, az n
pedig a kisérletek szamat jelzi.

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 repolarizacid
soran megjelend farokaramokként értékeltiik. Méréseink soran az L-tipusu kalciumaramot
(lcaL) és az Iks-t farmakoldgiailag gatoltuk. Amint az a 31. dbra lathatd, az Ik, farokaramok
amplitddoi  fokozatosan csokkentek a 9-phenanthrol koncentracidjanak ndvelésével
parhuzamosan, amely hatas csak részben volt reverzibilis.
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31. dbra. A 9-phenanthrol koncentrdcio-fiiggd hatdsa az \kr-re. Reprezentativ egymadsra vetitett I dramok (A)
és az Ixr gatldas mértékét jellemzd B panel. Az Ik, farokaramokat —40 mV-ndl (+40 mV-on torténd aktivalds utan)
mértiik. A fekete négyzetek és hibajelek a szamtani datlagot + SEM-t, a *-0K a statisztikailag szignifikans
kiilonbséget jelzik a kontrollhoz viszonyitva, az n pedig a kisérletek szamat jelzi.

Az L-tipusu kalciumaramot (IcaL) +10 mV-on rogzitettiik —80 mV tartofesziiltségrél 200 ms-
ig tartdo depolarizacioval 1 Hz frekvencian. A tesztimpulzust egy rovid idétartamt (20 ms)
—40 mV-ra torténd depolarizacié elézte meg a Na® aram megsziintetése céljabol. A 9-
phenanthrol jelenlétében +10 mV-on egy koncentracio-fiiggé modon ndvekvo, de egy adott
koncentracional a tesztpotencial fennallasa alatt alland6é amplitidoju (a tovabbiakban ,,steady”)
kifelé iranyuld aramot tapasztaltunk, ami csak részben volt reverzibilis a szer kimosasa soran
(32. 4 dbra). A cslcsaram és a depolarizalo impulzus végén mért aram kozotti kiillonbségként
meghatarozott IcaL amplitidot a 9-phenanthrol nem befolyasolta 30 uM koncentraciodig (32. B,
C dbrak).
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32. abra. A 9-phenanthrol koncentrdcio-fiiggd hatdsa az |caL-ra. Reprezentativ egymasra vetitett IcaL dramok
(A). Az A tesztimpulzus végén mért dramértékeket tekintettiik zérusnak a panelek analog rekordjainak
beallitasakor (B). Az lcaL gdtlas mértékét jellemzé C panel. Az lcar -t 200 ms-on keresztiil +10 mV-on aktivaltuk.
Az aram amplitudojat az aramcsucs és a tesztimpulzus végén mért aramértekek kozotti kiilonbségkent hataroztuk
meg. A fekete négyzetek és hibajelek a szamtani dtlagot + SEM-t, a *-ok a statisztikailag szignifikdns kiilonbséget
jelzik a kontrollhoz viszonyitva, az n pedig a kisérletek szamdt jelzi.

A tranziens kifelé iranyuld kaliumaramot (Iw1) +40 mV-ra torténd depolarizacioval
aktivaltuk —80 mV-os tartofesziiltségrél 0,05 Hz frekvencian. A tesztpotencialra 1épés elott
10 ms-ig tarto -40 mV prepulzust alkalmaztunk a gyors Na* 4ram inaktivalasdhoz, mig az IcaL
és Iks aramokat 1 pM nisoldipinnel és 1 puM HMR-1556-mal gatoltuk. Hasonléan az IcaL
mérések soran tapasztaltakhoz, a 9-phenanthrol jelenlétében megfigyelhetiink egy ,,steady”
kifelé iranyuld aramot (33. A dbra). Az lwi-et a csucsaram és a teljes inaktivacié utan mért
fenntartott aramkomponens (40 ms-mal a +40 mV depolarizaciéo kezdetét kovetden) kozotti
kiilonbségként hataroztuk meg. A 9-phenanthrol szignifikansan gétolta az Iw1-t 10 és 30 pM

koncentracioban, és ez a hatas nagyrészt reverzibilisnek bizonyult (33. B, C dbrak).
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33. dbra. A 9-phenanthrol koncentracio-fiiggd hatisa az lwi-ra. Reprezentativ egymasra vetitett oy aramok
(A). Az A tesztimpulzus végén mért dramértékeket tekintettiik zérusnak a panelek analdg rekordjainak
bedllitisakor (B). Az lcaL gdtlas mértékét jellemzé C panel. Az lin -0t +40 mV-on rogzitettiik. Az dram
amplitudojat az aramcsics és a tesztimpulzus végén mért aramértékek kozotti kiilonbségként hataroztuk meg. A
fekete négyzetek és hibajelek a szamtani datlagot + SEM-t, a *-0K a statisztikailag szignifikdans kiilonbséget jelzik
a kontrollhoz viszonyitva, az n pedig a kisérletek szamat jelzi.

Amint azt korabban is emlitettem, 9-phenanthrol jelenlétében +10 mV (32. abra) és
+40 mV (33. abra) potencialon egy ,steady” kifelé iranyuld aramot rogzitettiink.
Megkiséreltiik ezt az &ramot kozvetleniil is megjeleniteni egy 200 ms hossz, +5 és —120 mV
kozotti fesziltségrampa segitségével. A rampat eldszor 9-phenanthrol hidnyaban, majd annak
jelenlétében alkalmaztuk, 1 Hz ingerlés mellett (34. A abra). Amint a 34. B dbran lathato, 9-
phenanthrol jelenlétében a rampa segitségével kapott aram-fesziiltség Osszefiiggés a negativ
agéban (valosziniisithetden az Iki gatlasdnak kovetkeztében) és a —40 mV-ndl nagyobb
potencial tartomdnyban is eltért a kontroll korilmények kozott rogzitettdl. Annak
ellendrzésére, hogy ez az aram nem csak fesziiltségrampa soran tapasztalhatd, megmértiik a 9-
phenanthrol altal indukalt ,steady” aramot alland6, —40, +10 ¢és +40mV
membranpotencialokon is. Ezek az eredmények a 34. C abran lathatéak. A ,steady” kifelé
iranyul6 dram 3 puM 9-phenanthrol koncentracid folott +10 és +40 mV-os tesztpotencialon is
megjelent, az amplitidoja a 9-phenanthrol koncentraciojaval ardnyosan novekedett, és fontos,

hogy —40 mV-on nem tapasztaltunk ilyen ,,steady” aramot.
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34. dbra. A 9-phenanthrol hatisa a teljes sejt dram-fesziiltség kapcsolatra. A: Kontroll koriilmények kozott
(fekete) és 30 uM 9-phenanthrol jelenlétében (piros) kapott reprezentativ mérési eredmények 200 ms-0s
fesziiltséegrampakkal +5; —120 mV fesziiltség tartomanyban. B: A 9-phenanthrol hatisa az egész sejt aram-
fesziiltség kapcsolatdara kontroll koriilmények kozott (fekete) és 30 uM 9-phenanthrol mellett (piros). Az egyenes
vonalak a 10 sejtben regisztralt aramok mérési eredmények szamtani atlagat,; a szaggatott vonalak a kézépérték
koriili atlagos szorast jelentik C: 3, 10 és 30 uM 9-phenanthrol dltal generalt stabil aramok, —40, +10 és
+40 mV membranpotencidlon. A szimbolumok és hibajelek a szamtani dtlagot £SEM-t jelolik. A *-ok a
kontrollhoz viszonyitott hatasbeli statisztikailag szignifikans kiilonbseget jelolik, az n pedig a kisérletek szamat
jelzi.

6.12. A 9-phenanthrol hatasa az akcios potencial morfologiajara

Az akciés potencialokat KCI-t tartalmazo hegyes mikroelektrodakkal rogzitettiik. Igy nem
avatkoztunk bele a sejtek normdl Ca?* homeosztazisaba. 16 sejtet kumulativan ndvekedd
koncentréciéjﬁ 9-phenanthrollal kezeltiink. Ezen sejtek koziil 6 sejtet 1, 3, 10 és 30 uM
kezelésnek vetettiik ala. Mindegyik koncentracidt 5 percig perfundaltuk, €s a kisérlet végén 10

perces kimosast végeztiink. Az eredményeket az 35. és 36. dbrdkon mutatom be.
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35. dbra. A 9-phenanthrol koncentrdcidfiiggé hatdsa az akciés potencidl konfigurdciora. A: Reprezentativ
egymasra helyezett akcios potencidlok expozicio eldtt; 1, 3, 10 és 30 uM 9-phenanthrol jelenlétében, illetve a
szerbdl valo kimosads utan. Az akcios potencidl felszallo szara (és az iddszerinti elsé derivaltja) és az 1. fazis
repolarizacioja novekedett. A piros ellipszissel kiemelt rész lathato az AP-k mellett kinagyitva B-E: Az akcios
potencial paraméterek 9-phenanthrol hatasara kapott datlageredményei (B: az akcios potencial idétartamanak
50 % -dban mért platofesziiltség, platoso; C: maximdlis depolarizacios sebesség, Vimax; D: az 1. fazis
repolarizdaciojanak meredeksége; E: maximalis termindlis repolarizdcié sebessége, Vmax). Az o0szlopok és
hibajelek a mérési eredmények szamtani datlagat £SEM-t jelolik. A *-ok a kontrollhoz viszonyitott hatdsbeli
statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelolik, az n pedig a kisérletek szamat jelzi.

A 9-phenanthrol az akcios potencial idétartamanak 50 %-anal mért platopotencial (platdso)
koncentraciofiiggd csokkenését okozta. Ez a hatas 3 uM fol6tti koncentraciondl szignifikans, és
kimosas soran reverzibilis volt (35. 4, B abrdk). A depolarizacio maximalis sebessége (V' max),
ami aranyos a gyors Na* aram aramsiirliségével, szintén szignifikans mértékben csokkent 1 pM-
nal nagyobb koncentraciok esetén, de csak részben volt visszafordithatd a kimosas soran (35. A,
C dbrak). 30 uM 9-phenanthrol nem valtoztatta meg szignifikins mértékben a nyugalmi
membranpotencialt (—82,2+0,9 versus —80,5£1,2mV a 9-phenanthrol tavollétében ¢és
jelenlétében, n = 16, nem szignifikans), azonban szignifikdnsan csdkkentette a csticspotencial
értékét, és igy az akcios potencial amplitudgjat is. (rendre 25,3+1,8 mV-rol 9,2+2.3 mV-ra;
illetve 107,5+1,6-r61 99,7+2,1 mV-ra, n=16, p<0,05).

A 9-phenanthrol szignifikansan csokkentette a korai repolarizacio (1. fazis) meredekségét.

Az AP ezen fazisa az lw1 éaramsiirliségét tiikkrozheti. A szernek az akcids potencidl

55



crcr

szignifikans volt, és teljesen reverzibilisnek bizonyult (35. A, D dbrdk). Az els6é fazis
repolarizacid amplitidoja, amit a csticspotencial 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 termindlis repolarizacié sebességét (V'max), ami jol korrelal az Ik
striiségével®, szintén szignifikansan csokkentette 10 és 30 uM 9-phenanthrol (35. E dbra),
azonban ez a jelenség kevésbé volt kifejezett az 1. fazisra gyakorolt hatdsokhoz viszonyitva, és
csak részben volt visszafordithatd kimosas soran.

A 9-phenanthrol hatdsa az akcios potencial 90 %-os repolarizaciojahoz tartozo idétartamra
(APDgo) nem volt egységes a vizsgalt szivizomsejtekben. Az 36. A4 dbran bemutatott,
valamennyi (16 db) sejtnek megfeleld6 APDgo atlagértékek nem mutattak szignifikans valtozast
10 uM 9-phenanthrol koncentracidig, azonban 30 uM jelenlétében az APDgg novekedni kezdett,
ami a kimosas alatt is folytatodott. Hasonld jelenséget tapasztaltunk a 16 vizsgalt
szivizomsejtb6l 12 esetén (36. C dbra), azonban 4 szivizomsejt az APDgo jelentds
csokkenésével reagalt a kezelésre. A kimosas sordn azonban az APDgo az emlitett 4 sejtben a
kontrollnal hosszabb lett (36. B dbra). A tobbi vizsgalt akcids potencial paramétert hasonldan
befolyasolta a 9-phenanthrol a szivizomsejtek mindkét csoportjaban. A 9-phenanthrol
alkalmazasa el6tt, kontroll koriilmények kozott mért akcids potencidl paramétereket koziil, az
alabbiak voltak statisztikailag szignifikansan eltéréek a két sejtcsoport kozott: a platdso és az 1.
fazis végén mért legnegativabb fesziiltségek magasabbak voltak; mig az APDgo rovidebb volt az
akcios potencial megnyulasaval reagald sejtekben, mint a 9-phenanthrol kezelést kovetéen AP

rovidiilésével reagalo sejtekben (5. tablazat).
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36. dbra. A 9-phenanthrol hatdsa az akcids potencidl tartamdnak a repolarizdcio 90 %-os szintjén (APDao)
mérve. A: A 6. dabran bemutatott kisérleteknek megfelelé adatok, ahol 16 sejt 10 és 30°uM 9-phenanthrol
hatasnak volt kitéve (ebbdl 6 sejt 1 és 3°uM koncentracionak is). B: 4 sejtbdl szarmazo adatok, ahol az APDgo 9-
phenanthrol hatasdra reverzibilis médon rovidiilt. C: A fennmarado 12 sejt adatai, ahol az APDgo-et fokozatosan
meghosszabbitotta a szer. Az 0szlopok és hibajelek a mérési eredmények szamtani dtlagat +SEM-t jelolik. A *-ok
a kontrollhoz viszonyitott hatasbeli statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelolik, az n pedig a kisérletek szamat

jelzi.

5. tablazat. Szignifikansan Kkiilonb6z6 kiinduldsi AP paraméterek a sejtek azon két csoportjaban, ahol az
APDg értékek eltéréen valtoztak 9-phenanthrol kezelésre. “Szignifikansan kiilonbézik a masik csoporttol.

APDg, (mMs) Platosg (MmV) Legnegativabb 1. fazis
kontrollban kontrollban fesziiltség (mV) kontrollban
n=4, mikor APDg, csokkent 9-
237.5+5.8 -10.1£1.0 —7.0£8.0
phenanthrol altal
n=12, mikor APDgp nott . . .
212.3+4.1 —0.8£1.9 6.1£2.5
csak 30 uM 9-phenanthrol altal
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7. Megbeszélés

A Kkalciumfiiggo-kloridaram szerepe a repolarizacio térbeli és

idobeli heterogenitasaban

Az lcica) hatasa az AP konfiguraciora és a repolarizacio térbeli heterogenitasara

A korabbi vizsgalathoz''® hasonldan a 9-AC nem moédositotta a Vmax-0t egyik vizsgalt
sejttipusban sem (3. és 4. tabldazatok), jelezve, hogy a szer nincs hatéassal a gyors Na* aramra.
Ezaltal a szer alkalmas a Icica) szerepének tanulmanyozasara AP mérések soran is. A 9-AC
meghosszabbitotta az AP-t ENDO ¢és MID sejtekben is (17. dbra) a korabbi eredményekkel
dsszhangban®” 110, EPI sejtekben azonban nem okozott AP megnyulast (17. dbra). Ez az lk:
felhalmozodasa altal kivaltott esetleges roviditd hatasnak, valamint a kisebb Ca?*-
bearamlasnak kdszonheté a Kifejezett tiiske és kupola AP konfiguracié hidnyaban®. Ez az AP
roviditd hatas ugy tlinik, kiegyenliti a 9-AC altal okozott lcica) gatlds miatt varhato AP
megnyulast.

A repolarizacio 1. fazisanak nagysagat a 9-AC minden vizsgalt sejttipusban csokkentette
(17. dbra). Az 1. fazis elézetes csokkentése utan (az lo1 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 (17. abra). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy
a 9-AC APD-re gyakorolt hatasanak hianya EPI sejteken a nagy lw1 siiriiség altal 1étrehozott
kifejezett tiiske és kupola AP konfiguracionak tulajdonithat6®®. Ez 6sszhangban all a Zygmunt
¢s mtsai. altal leirtakkal, akik szintén fontos szerepet tulajdonitottak az lwi-nek a késébbi
ionaramok aktivalasaban, mint példaul a Icica) és Ica *?°.

Eredményeink jol illeszkednek egy kordbbi tanulmanyhoz!'* a kisérleti koriilmények
kozotti kiilonbségek ellenére is. Verkerk és mtsai. az AP méréseiket nytl bal kamrai
szivizomsejtekben, patch-clamp konfiguracioban végezték, és DIDS-et hasznaltak a Icica)
gatlasara, mikdozben mi 9-AC-t alkalmaztunk kutya bal kamrai szivizomsejteken, hegyes
mikroelektroda technikaval. Mindazonaltal AP megnyulast 6k sem talaltak az EPI sejtekben,
kivéve a leggyorsabb stimulaciés sebességen, 3,33 Hz-en. Ezenkivil, a mi
megfigyelésiinkh6z hasonloan a Icica) DIDS-el torténd gatlasa az EPI sejtek AP-jat 1 Hz-en

csak lo1 gatlas jelenlétében hosszabbitotta meg'!*. Eredményeinkkel 6szhangban egy szintén
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129 az APD csak akkor novekedett, amikor a repolarizacié

kutya sejteken végzett vizsgalatban
1. fazisa lassu és csekély volt (mint a MID ¢s ENDO sejtekben).

A MID, az ENDO ¢s a 4-AP-nel eldkezelt EPI sejtekben a Icica) gatldsa forditott
frekvencia-fiiggd modon hosszabbitotta az AP-t (17. dbra). Ez megegyezik a kutya’ és mas
emldsfajok* APD-anak frekvencia-fiiggd valtozasairdl sz6lo korabbi megallapitasainkkal.
Ezen kiviil két masik tényezé is hozzajarulhat a 9-AC-indukalt, frekvenciafiiggd AP
megnyulashoz. Az egyik a [Ca®']i frekvenciafiiggd ingadozdsa, ami nagyobb mértékii

110 'mind nem-egyensulyi allapotban®.

magasabb ingerlési frekvencia esetén mind egyensulyi
Ezenkiviil a [Ca®']; jol korrelal a Is.ac—ként, négyszdgimpulzusokkal mért Icica-maltl®. Egy
masik tényezd az lw1 aramsiriség frekvenciafiiggé viselkedése, mivel az aktivalhatd
csatornak szama nagy ingerlési frekvencian csokken az lo1 viszonylag lasst inaktivaciobol
torténd  visszatérése miatt®. Ez abban tiikrozédott, hogy a repolarizacié 1. fazisa
frekvenciafiiggé tulajdonsagokat mutatott kontroll koriilmények kozott, mivel nagyobb volt
hosszu 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 li1 inaktivacios kinetikéja, mint a Icica) nagysaga.
Ez hangsulyozza a forditott frekvencia-figgésnek, mint a szivizom bels6 tulajdonsaganak a
tényét*. Ezért a lcica) Szerepe a APD transzmuralis heterogenitasanak csokkenésében lasst
szivverésnél erbteljesebb, mint ahogy azt nyul szivizomsejteken végzett kisérletek is
bizonyitottdk*4. Ez még fontosabba teszi az Icica repolarizacidhoz torténd hozzajarulasat,
mivel a repolarizaci6 heterogenitasa alacsony frekvencian a legnagyobb!?°,

Vizsgalatunk elséként irja le az Icica) apiko-bazalis hozzajarulasat az AP konfiguraciohoz
(18. dbra). A kiindulasi AP paramétereink hasonldéak voltak a korabban publikalt
értékeinkhez!®, és a 9-AC-indukalt AP paraméterek apiko-bazalis iranyu valtozéasai
hasonléak voltak a transzmuralis iranyban tapasztaltakhoz. Ismét, az AP repolarizacid
heterogenitasat Icica-mal csokkentettiik, és ez a hatds a legerdsebb a lassu stimulécios

sebességeknél volt (18. dbra).

A lcica) és annak ioncsatorna fehérjéi kozotti transzmuralis kiilonbség

A lg.ac felhasznalhato a Icicay AP-hoz vald hozzajarulasanak feltarasara kozel fiziologias
koriilmények kozott (APVC-vel, megtartott intracelluldris Ca®" homeosztazis mellett)®®,
ennek ellenére a lcica) regionalis kiilonbségeit még nem vizsgaltak ilyen modon. Két hasonld
vizsgalat tortént, az egyikben egy "tipikus" AP-t alkalmaztak parancsjelként perforalt patch

mérésekben, nem specifikus lcica) gatloszereket hasznalva'®® a masikban pedig a fiziologids
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kalcium homeosztazisba avatkoztak bele, ugyanis a pipetta belsé 10 mM EGTA-t
tartalmazott?’. Méréseinkben a Ig.ac korai kifelé irdnyuld komponensének aramsiiriisége
statisztikailag szignifikansan nagyobb volt az EPI sejtekben az ENDO értékekhez képest
(20. dbra). Ez az EPI-ENDO kiilonbség varatlan volt, mivel Zygmunt altal végzett korabbi
vizsgalat nem szamolt be a Icica) aramstriiségének transzmuralis kiilonbségérdl kutya bal

kamrajaban!?®

. Az idézett vizsgalat EPI és MID sejtek Icica) aramsiiriségét dsszehasonlito
eredményei teljes mértékben egybehangzdéak a jelen értekezésben taglalt kisérleti
eredményekkel. Azonban 6k a lcica-t nem vizsgaltdk ENDO sejtekben, és hagyomanyos
négyszogimpulzusokat alkalmaztak az aram nem-specifikus gatloszerének (DIDS)
hasznalataval'?®. Jelen kisérleteink alkalmaval 9-AC-t hasznaltunk mind az APVC, mind a
hagyomanyos fesziiltség-clamp mérések soran, azonban az utobbi esetben nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a lcica) stiriségében sem a kiilonbozd transzmuralis rétegekbol
szarmazod, sem az apikalis vagy bazalis eredetii midmiokardialis sejtek Osszehasonlitasakor
(19. dbra). Az értekezésben bemutatott eredményekkel -ellentétben, a hagyomanyos
fesziiltség-clamppel mért lciica) amplitudo szignifikdnsan nagyobb volt macska EPI sejtekben
az ENDO sejtekhez képest?®, ami fajok kozotti kiilonbséget sugall a lcica) transzmuralis

eloszlasaban.

Az EPI sejtek nagyobb lci(ca) stiriiségét az AP alakja hatarozza meg

A 9-AC-indukalt AP megnyulés erdteljesebb volt ENDO sejtekben, mint EPI sejtekben
(17. dbra). Tovabba a Ig.ac korai kifelé iranyulé komponensének aramsiiriisége is nagyobb
volt EPI sejtekben, mint ENDO sejtekben APVC-koriilmények kozott (20. dbra). Ezzel
szemben a lo.ac aramsiriiségben nem tapasztaltunk transzmuralis kiilonbségeket
hagyomanyos fesziiltség-clamp kisérletek soran (19. dbra). Megjegyzendd, hogy az ingerldjel
formdja jelentdsen kiilonbozik a hagyoményos fesziiltség-clamp (négyszogjel) és az APVC
esetén (sajat, fiziologias AP). Ezért vizsgaltuk azt a hipotézist, hogy az ingerldjel (ingerlé AP)
alakja lehet felels az EPI-sejtek nagyobb lcica) stirtiségéért. Ehhez korabban rogzitett tipikus
ENDO (21. dbra) és EPI (21. abra) AP-t hasznaltunk ingerldjelként. Az ENDO AP csak lassu
¢és kis amplitudoju 1. fazissal rendelkezik (21. abra), mig az EPI AP 1. fazisa gyors €s nagy,
amit egy kifejezett kupola kovet (21. dbra). A jellegzetes EPI ingerlé AP nagyobb korai kifelé
iranyuld Icicca-t indukalt, mint az ENDO AP, fiiggetleniil att6l, hogy APVC soran az
ingerl6jelet EPI vagy ENDO sejteken alkalmaztuk (21. dbra). Ezek az eredmények hasonloak
a csoportunk altal korabban kutya és human bal kamrai szivizomsejtekben mért nisoldipine-

érzékeny aram esetében tapasztaltakhoz> 26, Kimutattuk, hogy a nisoldipine-érzékeny aram
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toltése jelentdsen nagyobb volt az EPI AP soran az ENDO-hoz képest®’. Ez a lcica
erdteljesebb aktivalodasat eredményezheti az AP korai fazisaban. Nehéz megjosolni a pontos
mechanizmust, mivel a [Ca?*]wxs mellett a membranpotencial is befolyasolja a Icica)
aktivalodasat. Az EPI AP jellegzetes 1. fazisa kettds hatast gyakorol a Icica-ra. Az 1. fazis
soran folyamatosan cs6kkené membranpotencial egyrészt csokkenti Cl° elektrokémiai
gradiensét, és igy kozvetleniil gatolja a Cl” bedramldsat, masrészt viszont elésegiti a Ca®*
bearamlasat a Ca?* megnovekedett hajtoereje és az LTCC-k I-V Karakteriszikdja miatt.
Kisérleteink alapjan a hangsulyosabb 1. fazis (EPI AP) hatasa 0sszességében az Icica) Korai
kifelé iranyuldé komponensének novekedését eredményezi. Ez a nagyobb aram biztosan nem
az EPI sejtekben 1évo csatornafehérjék nagyobb stirtiségének tulajdonithatd, mivel a
TMEMI16A ¢és a Bestrophin-3 expresszidja mind transzmuralis, mind apiko-bazalis iranyban
egyenlé volt (19. dbra). Bar a Cayl.2, az LTCC-k porusképzd alegységének expresszids
szintjét nem vizsgaltuk ENDO sejtekben, a kifejez0dés mértékét egyenldnek talaltuk EPI és
MID sejtekben®®, hasonloan a jelen munkankban leirt egyenld TMEM16A és Bestrophin-3

stirliséghez.

Az lcica) hatasa a bal kamrai repolarizicio idobeli valtozékonysagira és az EAD
képzodésre

A repolarizacid megnyulasa noveli a szivritmuszavarok el6fordulasat, mivel EAD-okhoz
és TdP-hez vezethet®®. Azonban az Eurdpai Szivritmus Tarsasiag (European Heart Rhythm
Association) és az Eurdpai Sejtszintli Szivelektrofiziologiai Munkacsoport (European
Working Group on Cardiac Cellular Electrophysiology) allasfoglalasa és iranyelveil? szerint a
repolarizacio rovid tava variabilitasa (SV) a szivritmuszavarok eldrejelzében fontosabb, mint
onmagéban a repolarizacié megnyulasa.

A kordbban emlitett vizsgalatok szerint barmely SV csokkentd beavatkozéasnak lehet
antiaritmias tulajdonsaga. Az értekezésben targyalt SV szamitasok alapjat képezd
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 el6fordulasa
miatt. A 9-AC az SV novekedését indukalta (a 22. dbra bemutatott kisebb melléklet), ami a
lcica) antiaritmias szerepét sugallja. A Icica) lehetséges antiaritmias tulajdonsagat tovabb
erositi, hogy a Icica) gatldsakor EAD-ket detektaltunk 1 Hz-nél alacsonyabb ingerlési
frekvencian (9-AC jelenlétében, 6. B abra). Az lcica antiaritmias szerepét alatamasztd
tovabbi bizonyiték, hogy 9-AC ¢és ISO egyidejii jelenlétében nagyobb EAD incidenciat

tapasztaltunk, mint kizarolag 9-AC jelenlétében. Az 1SO IcaL ndveld hatdsa jol ismert, ezéltal

61



ISO jelenlétében novekszik a [Ca®']ws, ami nagyobb lcica-hez vezet*®. Ha ezt a
megnovekedett — és feltehetden antiaritmias hatasu — lcica-t 9-AC-vel gatoljuk, logikusan
nagyobb EAD el6fordulas varhatd, csakigy, mint amit kisérleteinkben lattunk (22. dbra).

52,101 j5 az SV érték szamitasara hasznalt

A jelen értekezésben ¢€s korabbi publikacidkban
képlet nem érzékeny modszer annak vizsgalatara, ha csak néhany AP hosszusaga kiilonbozik
erdsen az atlagtol. Az atlagtdl valdo nagymértékli eltérés annal valdszinlibb, minél tobb
egymast kovetd AP-t hasznalunk. Az egymast kovetd APD értékek hirtelen nagymértéki
valtozasanak el6fordulasa azonban nem feltétleniil homogén a miokardium kiilonboz6 eredeti
sejtjeiben. Egy ilyen valtozas hatékonyabban valthat ki szivritmuszavart, mint egy hatbanyag
a fokozatos és egyidejii APD ndveld hatdsanak kifejtése soran'l, Ezért az egymast kdvetd
APD értékek kozotti kiilonbséget 1 ms-0s tartomanyonként csoportositottuk, és kiszamitottuk
a megjelenésiik kumulativ valosziniiségét (22. dbra) az 50 elemzett AP kozott esetlegesen
eléforduld szokatlanul rovid vagy szokatlanul hosszit AP-k érzékenyebb észlelése érdekében.
Ezt az elemzést hasznalva, a 9-AC jobbra tolta a kumulativ valdszinliségi gorbét, ami az
egymast kovetd APD értékek kozotti kiillonbségek ndvekedését, tehat aritmogén hatast jelez.
Az ISO 6nmagéban antiaritmias hatast, mivel a kumulativ valoszinliségi gorbét balra tolta. Ez
az antiaritmids hatds azonban kisebb volt 9-AC jelenlétében, mert a kumulativ valosziniiségi
gorbét az ISO kisebb mértékben tolta balra 9-AC jelenlétében, mint Onmagaban.
Hasonloképpen, a 9-AC és az ISO egyiittes jelenlétében az SV értéke nagyobbnak adddott,
mint az dnmagaban alkalmazott ISO esetén (22. abra). Ezek alapjan gy tlinik, hogy az Ici(ca)
hozzajarul az 1SO altal okozott SV csokkenéshez. Eredményeink mindegyike alatamasztja az
lcica) szivritmuszavarral szembeni védd szerepét, az APD heterogenitasdnak fent emlitett
térbeli csokkenésével egyiitt.

A jelen értekezésben bemutatott eredmények Osszhangban vannak munkacsoportunk
korabbi tanulmanyaval, mely a lcica) véd6 szerepét a cézium és az ouabain altal indukalt
kutya kamrai szivizomsejt EAD modellekben is feltételezte?’. Ezzel szemben juh kamrai
sejteken a DIDS alig volt hatissal az EAD-k paramétereire!®®. A kiilonbozd fajoktol
eltekintve, a juhokon végzett vizsgalatban noradrenalint alkalmaztak EAD kivaltasara, illetve
a DIDS, egy nem specifikus lcica gatloszer (amely gatol Na* csatorndkat is!!®) EAD
paraméterekre gyakorolt hatasat tanulmanyoztak. A jelenlegi vizsgalatban EAD-ket nem
idéztiink el6, de el6fordulasi gyakorisagukat 9-AC, a lcica) Specifikus gatloszerének
hianyaban vagy jelenlétében vizsgaltuk. E kiilonbségek miatt nehéz Gsszehasonlitani ezeket a

vizsgalatokat.
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Megemlitend6 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) IS létrehozhatja, legalabbis bizonyos fajokban és sejttipusokban.
Kordbban kimutattak a Icica) aktivaldsinak szerepét Ca?'-tultoltott 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 kériilmények kozott tengerimalac kamrai
szivizomsejtekben kimutattak a membran depolarizaciojat®™. Lehetséges, hogy az 1 uM 1SO
20 masodpercig torténé alkalmazasa nem volt elegendé Ca®*-tilterhelés indukalasara, és
ezaltal az Icica) és a DAD-k aktivalasira a kutydkbol szarmazd szivizomsejteken®.
Hasonloképpen, ISO jelenlétében DAD-Kat nem észleltiik kisérleteink soran, jelezve, hogy a
10 nM I1SO nem okoz Ca?* tilterhelést kutya kamrai szivizomsejtekben. Lehetséges DAD-K
létrehozasa kutya sejtekben Ca?*-tilterheléssel, de az 1SO-t ehhez 100-szor magasabb

koncentracioban, és ouabainnal egyiitt kellett alkalmazni?°.

Osszefoglalas és lehetséges relevancia

Az értekezésben bemutatott eredmények arra utalnak, hogy a Icica) védo6 szereppel bir a bal
kamrai szivizomzat ritmuszavaranak kockazataval szemben. Az Icica) ezt a repolarizacid
térbeli és idébeli heterogenitasanak egylittes csokkentésével éri el. Amint azt korabban
emlitettem, az lcica gatlasa hasznos lehet a Ca®' tulterhelés altal indukalt DAD-k
csokkentésére. Ugyanakkor azonban az Icica) gatlasa novelheti a szivritmuszavarok
kockdzatdt a repolarizacid térbeli €s idObeli heterogenitasdnak ¢és az EAD képzddés
gyakorisaganak novelésével. Amint azt kimutattuk, az EAD képzddés eléfordulasa még
nagyobb volt a lcica) gatlasakor 1ISO egyiittes jelenlétében. Ezért olyan klinikai kornyezetben,
ahol B-blokkolot alkalmaznak a szivfrekvencia és a Ca?" tilterhelés csokkentésére, a Icica)
antiaritmias hatasa még kifejezettebb lehet, mivel a lcicay a lassti szivfrekvencidkon

hatékonyabban csokkenti az APD heterogenitast.
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A BAPTA-AM akcios potencial idotartamara Kkifejtett hatasa

A jelen vizsgalatban egyértelmiien kimutattuk a Ca®* kelatképzd BAPTA-AM reverzibilis
Ikr-t gatlé hatasat kutya kamrai szivizomsejtekben. Eredményeink megegyeznek Tang és
mtsai. eredményeivel'®, akik szerint a BAPTA-AM ICso értéke 1,3 pM volt HEK 293
sejtekben expresszalt HERG-csatorndkon (és mas expresszalt K™ csatornan is hasonlonak
adodott). A szerzok ugy talaltak, hogy a BAPTA-AM a nyitott hERG csatornakhoz kotédik.
Ezért kiss¢ meglepd, hogy hasonld mértékli gatldo hatdst figyeltek meg a hagyomanyos
fesziiltség clamp ¢€s akcids potencial fesziiltség clamp koriilmények kozott (az Ikr aram a
kontroll értékek rendre 32 és 34% -ara csokkent). A hasonlé mértékii gatld hatas valdsziniileg
annak a kovetkezménye, hogy a hagyomanyos fesziiltség-clamp kisérletekben +40 mV-0s
aktivacios fesziiltséget alkalmaztunk lassabb frekvencian, amit APVC elrendezésben
ellenstlyozott a kevésbé pozitiv akcids potencidl platdfesziiltség és a magasabb ingerld
frekvencia. Mindkét fesziiltség clamp kisérlet legfontosabb {izenete, hogy amikor olyan
sejtekben vizsgaljuk a sziv ionaramainak Ca®" fiiggését, amelyek hERG csatornat (és néhany
mas K'-csatornat) expresszalnak, a kiilsd oldatban BAPTA-AM nem hasznalhatd kisérleti
Ca?* kelatképzoként a BAPTA-AM kozvetlen, K* dramokat gatlo hatasa miatt.

Kisérleti eredményeink azt mutatjdk, hogy az aktudlis kisérleti elrendezéstdl fiiggben a
BAPTA-AM id6ben valtozd €s nagyon Osszetett hatdst 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
hosszabbitd hatasat csokkentette a nisoldipine és novelte a BAY K8644, ami a lca
valtozadsanak 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 novekedett vagy csokkent, hanem a BAPTA-AM kezelés el6tti APDgo valamint a plato
potencial értéke is. Az Ikr-gatlas AP-t nyujtdo hatasa sokkal kifejezettebb, ha az APDgo
hosszabb” °, mint ahogy azt a BAY K8644 jelenlétében is tapasztaltuk, és sokkal kisebb, ha az
APDgo rovidebb, amint azt nisoldipine jelenlétében megfigyeltiik. Ezenkiviil az Ikr relativ
fontossdga az APDgo szabdlyozasaban erdsen ndvekszik a platd pozitivabb potencialok felé
tolodasaval, mivel az Ik, gyorsabban aktivalodik pozitivabb fesziiltségeken®. Ez szintén
hozzéjarulhat ahhoz, hogy BAY K&8644 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) eldkezeltiik, a BAPTA-AM
nem tud tovabbi lkr gatld hatast kifejteni. llyenkor a BAPTA-AM csokkentette az APDgo-€t,
amely hatas valdsziniileg a [Ca®]i csokkenéséhez kothetd. Ennek a BAPTA-AM altal
indukalt rovidiilésnek a legvaloszinlibb magyarazata a fiziologias koriilmények kozott befelé
iranyuld Na'/Ca?* csere aram (NCX) kifel¢ irdnyulova valasa a csokkent [Ca?'];
kovetkeztében. Ezzel Osszhangban, a BAY KB8644-gyel eldkezelt szivizomsejtekben a
BAPTA-AM kezdetben az APDg novekedését okozta, majd 5 perc utan az APDgo
tendenciozus csokkenése kovetkezett be. Ennek oka valdszintileg az, hogy a hossza AP és
pozitivabba vald platopotencial reverz modu, kifelé iranyuldo NCX aram létrejottének
kedvez!® 2. Ez a hatas osszefiigghet a [Ca®']i pufferelése kovetkeztében tapasztalt
szignifikins APDgo rovidiiléssel patkany, tengerimalac és gorény szivizomsejtekben®® 73,

Amint az a 25. dbra lathatd, a BAPTA-AM altal létrehozott APDgo rovidité hatas csak
atmeneti Volt, a hosszan tart6 BAPTA-AM expozicid a progressziv AP megnyulast okozott.
Ez az AP nyujté hatas nyilvanvalo volt kontroll koriillmények kozott is, ahol nem észleltiink
atmeneti rovidiilést (csak egy kis bemetszést 5 perc utan). Az APDgo meghosszabbodasat egy
vagy néhany Ca®*-fiiggé kifelé iranyulé aram kikapcsolasa is okozhatja. Ilyen lehet példaul a

39, 46 ¢s a lcaL Ca®*-fiiggd inaktivalodasanak megsziintetése szintén

Ca?*-fiiggd Cl~ aram
hozzajarulhat ezen jelenséghez. Osszefoglalva, amikor a sejteket Ixr-gatld szerekkel kezeltiik,
tehat a BAPTA-AM nem tudott tovabbi Ixr gatlo hatast kifejteni, akkor a [Ca?']; pufferelése
az APDgo kétfazisti valaszat eredményezte: az AP tranziens kezdeti rovidiilését az AP

fokozatos meghosszabbodasa kovette.
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A TRPM4 gatloszer 9-phenanthrol hatasa az akcidos potencialt

1étrehozo fobb ionaramokra

Munkénk soran a TRPM4 gatldészer 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?*-fiiggd aktivaciojanak kikapcsoldsa érdekében azért,
hogy vizsgalhassuk a 9-phenanthrol Ca®*-t6l fiiggetlen, direkt csatorna hatsait. A 9-
phenanthrol a koncentracié fiiggvényében az altalunk vizsgalt K* dramokat (lo1, Ikr és Ik1)
gatolta, azonban a lcaL-ra nem volt befolyassal. Ragesalok kamrai szivizomsejtjeiben a 9-
phenanthrol 10 uM koncentracioban nem hatott az lcaL-ra és a teljes K™ aramra (Ik), de 100
uM koncentricidban méar ezen aramokat jelentdsen gatolta®. Méréseink eredményei
egybevagnak az elobb emlitett kutatas adataival, a 9-phenanthrol az Aaltalunk hasznalt
legmagasabb koncentracioban (30 uM) sem Vvolt az IcaL-ra hatassal. Azonban a kutya kamrai
szivizomsejtek K* csatornai érzékenyebbek tiinnek a a ragcsalokénal 9-phenanthrolra, mivel a
mi mérési eredményeink alapjan az o1, Ikr és Ik aramokat a szer mar 10 uM koncentracioban
is szignifikansan gatolta. Az eredmények Osszehasonlitasakor fontos megjegyezni, hogy a
ragesalok és a kutyak Ik-ai kiilonbozoek, az adatok fajok kozotti kiilonbségre utalnak.

A 9-phenanthrol félhatasos gatlo koncentracioja a TRPM4 tekintetében 17 uM és 21 uM®L
%1 a szakirodalom szerint. Eredményeinket értelmezve arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a
9-phenanthrol nem szelektiv TRPM4 gatloszer izolalt kutya kamrai szivizomsejtekben, mivel
a TRPM4 csatornak gatlasahoz sziikséges ICso értéknél a 9-phenanthrol mar a K* aramok
szignifikans gatlasat okozta.

Hegyes mikroelektrodas AP méréseink alapjan a 9-phenanthrol hatasara csékkent az AP
amplitadoja, a tallovési potencial és a depolarizcié maximalis sebessége (V'max). Ezen
paraméterek bizonyosan a szer Na* csatornat gatld hatisanak kovetkeztében véltoztak. A 9-
phenanthrol a platofazist csokkentd hatasat valosziniileg a késdi Na* aram gatlasan keresztiil
kozvetitheti, mivel a szer az lcaL-ra nem volt szignifikans hatassal. A szer az 1. fazis és a
terminalis repolarizacio meredekségét (V max) egyarant csokkentette, ami magyarazhato az lwo1
¢s az lky aramok gatlasaval.

A fent emlitett AP paraméterek létrejottéért egy-egy ionaram felelés, azonban az APD
befolyasolasaban szamos kiilonb6zé ionaram is részt vesz. Ezért a 9-phenanthrol APDgo-ra

gyakorolt hatasanak értelmezése soran szamos szempontot figyelembe kell venni. A sejtek
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populacidja két csoportot alkotott a 9-phenanthrol APDgo-valtoztaté hatasanak tekintetében.
Az els6 csoportban a szer hatdsara szignifikans €s reverzibilis AP rovidiilést, mig a masodik
csoportban AP megnyulast tapasztaltunk. Mint azt az el6bb leirtam, a 9-phenanthrol
befolyassal van az inward és outward aramokra egyarant, amiért az individualis sejt-sejt
ionaram denzitas kiilonbségek felelhetnek®. Ezen eredményeink ellentétesek egy egerek
kamrai szivizomzataban végzett kutatassal szemben, mivel az altaluk alkalmazott modellben
V*max és az AP amplitiddja egyarant nem csdkkent 100 uM 9-phenanthrol hatasara®. Kamrai
¢s pitvari sejtekben eltéré hatast volt a 9-phenanthrol, el6bbiben az APD-anak kis mértéki
rovidiilését okozta, mig utobbiban az AP amplitadojat és idétartamat egyarant jelentdsen
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 hasonlo sejtjeiben
tapasztaltakhoz képest’® 9. Nyulak esetében a 9-phenanthrol roviditette a Purkinje rostok AP-
jat, de szemben a mi eredményeinkkel, 30 uM koncentracioban a kamrai rostok AP-jara nem
volt hatassal®,

Meéréseink soran 9-phenanthrol jelenlétében +10 mV és +40 mV membranpotencidlon
megjelent egy idében allandonak tiing, kifelé iranyuld aram. Hasonlo megfigyelést eddig nem
irtak le 9—phenanthrollal végzett kutatasokban. Mivel a pipetta belsében hasznalt 10 mM
BAPTA alkalmazasaval a Ca®" fiiggd6 TRPM4 csatorna aktivak aktivaciojat lehetetlenné
tettiikk, az alland6 aram elméletileg nem johet létre a 9-phenanthrol TRPM4 csatornakon
torténd hatas eredményeként. Az aram reverzal potencialja —40 mV-hoz kozeli (34. dbra),
messze van a TRPM4 aram kozel 0 mV-0s reverzal potencialjatol*3. Az aram természetének
kideritésére tovabbi vizsgalatokra van sziikség, jelenlegi ismereteink alapjan csak
spekulalhatunk az aramot 1étrehoz6 ioncsatornakat és a toltéshordozé ionokat illetden.

Kifelé iranyuld aram kifelé¢ irdnyuld aram aktivaldsaval vagy befelé iranyuld aram
gatlasaval johet 1étre. A kés6i Na* dram 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 talalhato erre utalé kozvetlen kisérletes
adat. Kifelé iranyuld aramként a K* aram aktivacidja is 0sszekotheté az ram létrejottével.
Azonban nem tlinik valoszinlinek ez a magyarazat, mivel a 9-phenanthrol az Ik, az lkr és az
lto1 gatlasat is okozta, illetve a méréseinkben az lks aramot pedig annak gatloszerével, HMR-
1556-tal blokkoltuk. Tovabbi jelolt lehet egy Cl” aram névekedése, ami szintén kifelé iranyuld

aramot hoz létre. Kisérleteinkben a CI* szamitott reverzal potencialja —32 mV, ami jol
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illeszkedik a 34. dbra lathatdo adatokhoz. Fontos megjegyeztniink, hogy a szakirodalom
alapjan a 9-phenanthrol gatlo hatassal bir a TMEM16A CI- csatorndkral’. Ennek tiikrében,
tovabba annak tudataban, hogy méréseink soran Ca?* kelatort (BAPTA) hasznaltunk, szinte
biztosan kizarhatjuk, hogy a 9-phenanthrol altal indukalt kifel¢ iranyulé dramért a Ca®'-
érzékeny TMEM16A csatorndk aktivacidja lenne feleldssé teheté. Nem kizarhat6 az sem,
hogy a 9-phenanthrol aktivalhat egy Ca®*-tol 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-koté kazetta (8. dbra) — is megegyezik®'. A CFTR csatornak
lehetséges, 9-phenanthrol jelenlétében mért kifelé iranyuld adram Iétrehozésdban betoltott
szerepét megkérddjelezi az a tény, hogy kutyaszivben kérdéses a CFTR altal medialt
isoproterenol indukalta Cl° aram jelenléte®. Annyit biztosan allithatunk, hogy ezen 9-
phenanthrol altal indukélt aram elektrofiziologiai viselkedésének meghatarozasara tovabbi
kisérletek kivitelezésére van sziikség.

Az értekezésben bemutatott, kamrai szivizomsejtekben végzett 9-phenanthrol altali
TRPM4 iondram vizsgélatok eredményei sajnos nem az eredetileg kivant iranyba haladtak.
Munkank legfontosabb kovetkeztetése az, hogy a 9-phenanthrol nem tekintheté 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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8. 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 potencial kialakitdsdban, az aritmiak
kialakuldsdban jatszott lehetséges szerepét megallapitottam: feltételezhetéen antiaritmids

hatdsa 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. Karakterizadltam a 9-phenanthrol, a TRPM4 csatorna egy specifikusnak vélt
antagonistajanak hatasat szdmos, szivizomsejtekben kifejez6dé iondram esetén, és
eredményeim alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy egyaltalan nem szelektiv

gatloszer, sokféle egyéb ioncsatornat is képes a TRPM4-nél hatasos koncentracidban gatolni.
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9. Osszefoglalas

A szivizomsejtekben a sejtmembran fesziiltségvaltozasaival parhuzamosan a kalcium szint
oszcillacidja megfigyelhetd meg. A szivben az ionaramok széles skalajarol 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 kizarolag a [Ca?*]i puffereléssel értelmezték annak ellenére, hogy ismert:
a BAPTA-AM kolcsonhatasba 1ép a HEK sejtekben kifejezett K* csatornakkal.

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

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a Icica csokkenti a repolarizacid regionalis
(transzmuralis és apiko-bazalis) és idébeli (AP hossz rovid tava variabilitasa) heterogenitasat,
ami arra utal, hogy az aramnak antiaritmias szerepe van. Sem a négyszog impulzusokkal
rogzitett Icica) slirliség, sem a TMEMI16A ¢és a Bestrophin-3 fehérjék normalt expresszioja
nem kiilonbozott szignifikansan a kiillonbo6z0 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 géatloszerként vald hasznalata csak expresszidos rendszerekben célszerli, nativ

szivizomsejtekben nem.
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10. Summary

Oscillations of calcium levels are observed in cardiomyocytes in parallel with changes in
transmembrane potentials. A wide range of ion currents in the heart are known to be Ca?*-
dependent. In cellular electrophysiological experiments, intracellular calcium concentration is
often buffered by a so-called calcium chelators to study Ca?*-dependent ion currents. In some
experiments, the cell-permeable, acetoxymethyl ester form of the Ca®* chelating agents are
used to reduce [Ca?']i. Such experiments have been conducted for decades and the results
obtained have been interpreted solely by [Ca?*]i buffering despite the fact that BAPTA-AM
interacts with K* channels expressed in HEK cells.

We investigated the role of lcica) in the spatial and temporal heterogeneity of cardiac left
ventricular repolarization by conventional microelectrode technique, conventional and action
potential voltage clamp (APVC) technique, and protein expression determination. We also
aimed to investigate whether BAPTA-AM influences left ventricular myocardial action
potential (AP) and Ik, current. We wanted to investigate the role of the TRPM4 current in the
formation of AP morphology and the behavior of the current under AP by action potential
clamp measurements with 9-phenantrol. As this method requires as much selective ion
channel blocking agent as possible, it was first of all designed to perform the selectivity test
for 9-phenanthrol.

Our results show that Icica) reduces regional (transmural and apico-basal) and temporal
(short-term variability in AP length) repolarization, suggesting that current has an
antiarrhythmic role. Neither the density of Icica) recorded with the rectangular pulses nor the
normalized expression of TMEM16A and Bestrophin-3 proteins differed significantly
between the cells of different origin. The lcica density measured by APVC in subepicardial
cells was higher than in subendicardial cells, probably due to the greater Ca?* influx by
LTCCs in subepicardial APs.

Our studies demonstrated the inhibitory effect of BAPTA-AM Ik, on ventricular
myocardial cells.

Our experiments have shown that 9-phenathrol is not a selective TRPM4 channel blocker
in canine ventricular myocytes. Therefore, the use of 9-phenanthrol as a TRPM4 inhibitor is

desirable only in expression systems and not in native cardiac cells.
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terapidk fejlesztése transzlacios megkozelitésben: a laboratoriumtol a betegagyig” cimi
EFOP-3.6.2-16-2017-00006 ¢és ,,Az orvos-, egeszségtudomanyi- és gyogyszerészképzeés
tudomanyos miihelyeinek fejlesztése” cimii EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009 nyujtott
tamogatast. A projekt az Europai Unid tdmogatdsédval, az Eurdpai Szocidlis Alap

tarsfinanszirozasaval valosult meg.

89



16. Fiiggelék

Az értekezést megalapozo kézlemények gylijteménye

90



