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Rövidítések jegyzéke 

4-AP 4-aminopiridin 

ABT-333 a dasabuvir molekula másik neve 

AP akciós potenciál 

APA akciós potenciál amplitúdó 

APD akciós potenciál időtartam (action potential duration) 

APDx az AP csúcsértékétől a repolarizáció x %-áig eltelt időtartam 

APVC akciós potenciál feszültség-zár  

ATP adenozin-trifoszfát 

BAPTA 
2,2′,2′′,2′′′-[Etán-1,2-diilbisz(oxi-2,1-fenilenenitrilo)]tetraecet sav 
(2,2′,2′′,2′′′-[Ethane-1,2-diylbis(oxy-2,1-phenylenenitrilo)]tetraacetic acid) 

BTY bikarbonát puffer tartalmú Tyrode-oldat 

CBA 
4-kloro-2-[[2-(2-klorofenoxi)acetil]amino]benzoesav  
(4-chloro-2-[[2-(2-chlorophenoxy)acetyl]amino]benzoic acid) 

Cmax maximális plazmakoncentráció 

CYP2C8 citokróm P450 2C8 enzim 

DAD késői utódepolarizáció (delayed afterdepolarization) 

EAD korai utódepolarizáció (early afterdepolarization) 

EC50 félhatásos koncentráció (half effective concentration) 

HCV hepatitis C vírus 

HEK emberi embrionális vese (human embryonic kidney) eredetű sejtvonal 

IABT-333 ABT-333-érzékeny áram 

IC50 félgátló koncentráció (half inhibitory concentration) 

ICa,L L-típusú Ca2+ áram 

ICBA CBA-érzékeny áram 

Iendsus az ABT-333-érzékeny tartós kifelé irányuló áram vége 

IK1 befelé egyenirányító K+ áram 

IKr a késői egyenirányító káliumáram gyors komponense 



  

6 

 

IKs a késői egyenirányító káliumáram lassú komponense 

INa Na+ áram 

INa,L késői Na+ áram 

INCX a Na+/Ca2+ cserélő árama 

INSCCa kalcium-aktivált monovalens kationáram 

Ito tranziens kifelé irányuló káliumáram 

IP3 inozitol 1,4,5-triszfoszfát 

LQTS2 2-es típusú hosszú QT-szindróma 

OSP túllövési potenciál (overshoot potential) 

PIP2 foszfatidil-inozitol 4,5‐biszfoszfát 

PKC protein kináz C 

Plató20 a membránpotenciál értéke a 90 %-os repolarizációig eltelt idő 20 %-ánál 

Plató20 
amplitúdó 

a nyugalmi membránpotenciál és a 90 %-os repolarizációig eltelt idő 
20 %-ánál mért membránpotenciál értékek közti különbség 

Plató50 a membránpotenciál értéke a 90 %-os repolarizációig eltelt idő felénél 

Plató50 
amplitúdó 

a nyugalmi membránpotenciál és a 90 %-os repolarizációig eltelt idő 
felénél mért membránpotenciál értékek közti különbség 

RCF megmaradó áramhányad (remaining current fraction) 

RMP nyugalmi membránpotenciál (resting membrane potential) 

RSV a repolarizáció relatív rövidtávú variabilitása 

SV a repolarizáció rövidtávú variabilitása 

TdP Torsade de Pointes 

TRP tranziens receptor potenciál 

TRPM4 tranziens receptor potenciál melasztatin 4 

VPh1max az 1. fázis repolarizáció legnagyobb meredeksége 

V+
max a 0. fázis depolarizáció legnagyobb meredeksége 

V-
max a 3. fázis repolarizáció legnagyobb meredeksége 
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1. Bevezetés 

A TRPM4 a tranziens receptor potenciál csatornacsalád melasztatin alcsaládjának tagja. 

Expresszióját több humán szervben is kimutatták már. Részt vesz többek közt a 

membránpotenciál és a Ca2+ homeosztázis szabályozásában ingerlékeny, valamint nem 

ingerlékeny szövetek sejtjeiben egyaránt, valamint az inzulinszekrécióban, az immunválaszban, 

daganatok kialakulásában, vagy az agyi érszűkületben is1–4. 

A TRPM4-csatornák szívben mind a munkaizomrostokban, mind pedig a szív 

ingerületvezető rendszerében kimutathatók4–6. A TRPM4 csatornák mutációja a szívben 

ingervezetési zavarokhoz vezethet, továbbá feltételezik, hogy a TRPM4 részt vesz a szívizom 

hipertrófia, valamint ischaemia-reperfúziós sérülés kialakulásában4,7–9. 

Eddig a TRPM4 fiziológiai és patofiziológiai funkcióit vagy knock-out 

állatmodelleken10,11, vagy farmakológiai megközelítéssel vizsgálták a csatorna gátlószereivel 

beleértve a 9-phenanthrolt12–14, a glibenklamidot15,16, vagy a flufenaminsavat15–17. Sajnos 

ezeknek a vegyületeknek egyike sem elég szelektív. A csatorna funkcionális vizsgálataihoz 

azonban szelektív vegyületre lenne szükség, vagy legalabbis a rendelkezésre álló TRPM4-re ható 

anyagok megfelelő kiegészítő farmakonokkal való kombinációs alkalmazására, ez utóbbi 

módszer viszont nagy körültekintést igényel. 

Disszertációmban egy célzottan a TRPM4-csatorna gátlására kifejlesztett szer, a CBA bal 

kamrai kutya szívizom sejtekre gyakorolt hatásait mutatom be. A CBA potenciálisan szelektívnek 

vélt TRPM4 gátlószer, azonban mielőtt TRPM4 funkcionális vizsgálatokra használhatnánk, 

munkacsoportunk megelőzően a CBA-val szelektivitási vizsgálatokat végzett, hogy lássuk, 

befolyásol-e a CBA a kamrai szívizom akciós potenciált (AP) kialakító bármilyen áramot, illetve 

hogy a CBA hogyan befolyásolja az AP morfológiáját. Továbbá kollaborációs munka kereteiben 

megvizsgáltuk a TRPM4 csatornaexpresszióját is, melynek eredményeit szintén bemutatom 

disszertációmban. 

A késői egyenirányító káliumáram a kamrai izomsejtek repolarizációjában elsődleges 

szerepet játszik. Kamrai munkaizomsejteken két komponensét írták le18: a gyors komponens 

(IKr) az AP 3. fázis repolarizációjának kialakiításáért, míg a lassú komponens (IKs) az ún. 

repolarizációs rezerv biztosításáért felel. Ez utóbbi azt jelenti, hogy az áram nem vesz részt a 

normális repolarizáció biztosításában, viszont az AP megnyúlt állapotában az áram fokozódik19. 
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A csökkent IKr áram hosszú QT-szindrómához és korai utódepolarizációhoz (EAD) vezet, ezért 

potenciálisan életveszélyes ritmuszavarokat és hirtelen szívhalált okozhat20. 

A késői egyenirányító káliumáram gyors komponensének (IKr) több szelektív gátlószere 

is ismert, mint például a dofetilid vagy az E-4031. Ezen két vegyület közös tulajdonsága, hogy 

kémiai szerkezetükben metánszulfonamid csoportot tartalmaznak, továbbá jelentősen 

megnövelik a kamrai AP időtartamát21,22. 

Az ABT-333 (dasabuvir) egy vírusellenes szer, amelyet a hepatitis C kezelésében 

alkalmaznak. A molekula, hasonlóan az IKr kialakításáért felelős hERG- csatornák egyes 

gátlószereihez (dofetilid és E-4031), metánszulfonamid csoportot tartalmaz. Ezen hasonlóság 

alapján az ABT-333 is potenciálisan IKr gátló hatással bír, azonban a vegyület kamrai 

szívizomzatra gyakorolt hatásai még nem ismertek. Disszertációmban az ABT-333 kutya kamrai 

szívizomsejtek AP morfológiára gyakorolt hatásait és az annak hátterében álló ionáramokra 

kifejtett hatásokat mutatom be. Kollaborációs partnereinknek köszönhetően megvalósult az 

ABT-333 hERG csatornákra gyakorolt hatásainak vizsgálata expresszált sejteken is, melyből 

származó eredmények szintén bemutatásra kerülnek. 
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2. Irodalmi áttekintés 

2.1. A bal kamrai szívizomsejtek akciós potenciálja 

A kamrai szívizomsejtekben az akciós potenciált hagyományosan 5 fázisra szokás osztani 

(1. ábra). A szívizomsejtek akciós potenciálját számos ionáram finoman összehangolt működése 

alakítja ki. Ezek az AP különböző fázisaiban aktiválódnak és különböző hatással bírnak a 

lefutására. 

Az akciós potenciál 0. fázisában (felszálló szár) feszültség-, és időfüggő gyors Na+ 

csatornák aktiválódnak, sokszorosára növelve az addig alacsony Na+ konduktanciát. A Na+ 

ionokra jelentős elektrokémiai grádiens hat, ezért a csatorna megnyílása jelentős befelé 

irányuló áramot eredményez. Az aktuális membránpotenciál a Na+ egyensúlyi potenciálja felé 

mozdul el, vagyis a membrán depolarizálódik. A gyors Na+ csatornák a depolarizáció hatására 

gyorsan inaktiválódnak és a kiindulási zárt állapotba - ahol majd ismét ingerelhetőek lesznek - 

csak a membrán repolarizációja során kerülnek. 

A depolarizáció hatására egy korai kifelé irányuló áram, a tranziens kifelé irányuló 

káliumáram (Ito) aktiválódik. Ez az áram repolarizáló hatású, és az akciós potenciál első 

fázisának, a gyors, átmeneti repolarizáció kialakításáért felel. 

A depolarizáció tartós fennállása aktiválja a lassú típusú (L-típusú) feszültségfüggő 

kalciumcsatornákat (ICa,L). Ez a depolarizáló áram a membránpotenciált újra a pozitív irányba 

tolja el kialakítva a dómot. A 2. vagy plató fázis alatt az Ito inaktiválódása és a K+ csatornák lassú 

aktivációja miatt nincs jelentős repolarizáció, a befelé és kifelé irányuló áramok egyensúlya 

miatt jelentős időtartamra depolarizált marad a sejt. 

Az AP 3. fázisában a terminális repolarizáció állítja vissza a membránpotenciál nyugalmi 

értékét (4. fázis). A repolarizációt számos áram együttes működése alakítja ki. A kezdeti szakaszt 

leginkább az ICa,L inaktivációja határozza meg, később a késői K+ áram (delayed rectifier, IK) 

komponenseinek jut egyre nagyobb szerep, majd a repolarizációt a befelé egyenirányító K+ 

áram (IK1) teszi teljessé. 

Az AP 4. fázisa során az automáciával nem rendelkező (extranodális) szívizomsejtek - így 

a kamrai sejtek - membránpotenciálja is a nyugalmi értéken marad egészen egy újabb AP 

kezdetéig. A negyedik fázist meghatározó nagy K+ konduktancia (amely az IK1-et eredményezi) 

felel azért, hogy a kamrai miociták nyugalmi membránpotenciálja a K+ ionok egyensúlyi 

potenciáljához közeli érték. 
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A kamrai AP létrehozásában több olyan befelé és/vagy kifelé irányuló ionáram (pl. 

TRPM4 áram) részt vehet, melyek élettani működése kevésbé jól jellemzett, viszont bizonyított, 

hogy hibás működése patofiziológiai jelentőséggel bírhat. 

1. ábra A kamrai szívizomsejtek akciós potenciáljának fázisai és az ezeknek megfelelő 
ionáramok. 

Az AP mellett feltüntetett arab számok az AP egyes fázisait jelölik. A szaggatott nulla 
vonal felett látható jelek kifelé irányuló (“outward”), míg a vonal alatti jelek befelé irányuló 
(“inward”) áramokat reprezentálnak. Bal oldalon az ionáramok neve, míg jobbra az adott 
áramok kialakításáéert felelős csatornafehérjék szerepelnek Rosen és mtsai. alapján23. 

 

2.2. A Tranziens Receptor Potenciál (TRP) csatornák  

A tranziens receptor potenciál (TRP) csatornák egy több mint 50 tagot számláló 

ioncsatorna szupercsalád, melynek 28 tagja humán szövetekben is megtalálható24. A TRP-ket 

Drosophilákban fedezték fel, ahol fényingerre a membránpotenciál átmeneti emelkedésével 

reagáltak, így „tranziens receptor potenciál” csatornáknak nevezték el őket25. 

A csatornák szekvencia homológiája alapján 6 alcsaládot különböztetünk meg: TRPC (6 

tag, C mint Canonical), TRPV (6 tag, V mint Vanilloid), TRPM (8 tag, M mint a tumorszupresszor 

Melastatin), TRPP (4 tag, P mint Polycystin), TRPML (3 tag, ML mint Mucolipin), és a TRPA (1 

tag, A mint Ankyrin)26. Zárójelben a humánban előforduló csatornatípusok száma, valamint a 

rövidítések feloldása látható.  
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A TRP csatornafehérjék 6 transzmembrán doménnel rendelkeznek, melyek tetramerbe 

rendeződve alkotnak funkcionális csatornákat (2. ábra). Ez a fehérjeszerkezet megfelel a 

feszültségfüggő kationcsatornák klasszikus struktúrájának. Szelektivitási szűrőként az 5. és 6. 

szegmens között található P-hurok funkcionál. Az S4 régióban található pozitív töltésű 

aminosavak a csatorna feszültségérzékenységéért felelnek. A TRP ioncsatornák bár 

feszültségfüggőek, S4 doménjükben kevesebb a pozitív töltésű aminosav, mint általában a 

feszültségérzékeny ioncsatornákban.  

2. ábra A tranziens receptor potenciál (TRP) csatornák általános szerkezete. 

Bal oldalon egy monomer látható. A TRP fehérjének 6 transzmembrán doménje van, és 
egy pórusrégiója van az 5. és 6. között. A jobb oldalon a TRP-k tetramer csatornaszerkezete 
látható. Watanabe és mtsai. alapján27. 

A TRP-ket az intracitoplazmatikus N- és C-terminális közötti specifikus kötőhelyeik 

alapján tudjuk megkülönböztetni. A TRP alcsaládok közötti különbségek az N- és C-terminálisok 

(mindkettő citoszolikus) hosszúságának és doménjeik nagyfokú variabilitásának köszönhetőek. 

A TRPA, TRPC és TRPV alcsaládokban az N-terminális ankyrin ismétlődéseket, a TRPC és a TRPM 

alcsaládokban a C-terminális nagy mértékben konzervált TRP domént tartalmaznak28,29. 

Továbbá ismert, hogy a TRP csatornák intracelluláris doménjei erősen befolyásolják a csatorna 

aktiválását, gátlását, valamint a különböző modulátorokra adott válaszkészségét30. 

2.2.1. A Tranziens Receptor Potenciál Melasztatin (TRPM) csatornák 

A TRPM alcsalád nyolc tagból (TRPM1-8) áll, amelyek négy párt alkotnak: TRPM1/M3, 

M2/M8, M4/M5 és M6/M7. Ennek a párosításnak a C-terminálisokban található tekercselt 

tekercs („coiled-coil”) szekvencia homológia az alapja31. 
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A TRPM csatornák a humán szervezet valamennyi szövetében jelen vannak, továbbá 

fiziológiás és patológiás jelentősséggel bírnak32. Ezek az ioncsatornák három fő régióból állnak: 

az N-terminálisból, a csatornadoménből és a C-terminálisból. Az N-terminális 4 „melasztatin 

homológ régióból” és egy „homológ régióból” vagy más néven pre-S1 doménből áll (3. ábra, 

piros dobozok).  

3. ábra A tranziens receptorpotenciál melasztatin (TRPM) alcsalád csatornaszerkezete.  

Az N-terminális négy melasztatin homológ régióból és az S1 előtti homológ régióból áll 
(melasztatin homológ régiók (MHR) és homológ régiók (HR), piros dobozok). A 
csatornatartomány hat transzmembrán szegmenst (S1–S6) tartalmaz. Az S1–S4 (sárga 
hengerek) régió a feszültségérzékelő doménnek felel meg, míg a pórust az S5 és S6 szegmensek 
közötti hurok képezi (P jelű doboz és zöld henger). A C-terminális TRP-ből és a tekercselt 
tekercsből („coiled-coil” - CC) (kék dobozok) áll. Jimenez és mtsai. alapján31.  

Ezek a régiók egy zsebet alkotnak, amelyről feltételezték, hogy fontos szerepet játszanak 

az ingerek érzékelésében és a csatorna összeszerelődésében33. A csatornadomén és a P-hurok 

(3. ábra, S1-S6 és P) a transzmembrán térben található. Főleg az S4 (de a többi, S1–S3 is) (3. 

ábra, világosbarna hengerek) egy feszültségérzékelő domén, amely a csatorna aktiválásához 

kapcsolódik. Az S5 és S6 alegységek között található P-hurok alkotja az ionvezető pórust. 

A melasztatin család két tagja, a TRPM4 és 5 a családon belül is egyedülállóak, mivel 

ezek nem permeábilisak kétértékű kationokra, például Ca2+-ra és Mg2+-ra6,34–36. 
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2.2.1.1. A Tranziens Receptor Potenciál Melasztatin 4 (TRPM4) csatornák 

A TRPM4-áramot a TRPM4 csatornafehérje közvetíti (4. ábra), ami egy 1214 aminosav 

hosszú transzmembrán fehérje, humánban a 19-es kromoszómán elhelyezkedő trpm4 gén 

kódolja37,38. A TRPM4-áram egy feszültségfüggő, nem specifikus, monovalens kationáram. Bár 

Ca2+ nem jut át a csatornán, a csatorna aktivációjához azonban szükség van Ca2+-ra38,34. Single 

channel mérések alapján egy ioncsatorna vezetőképessége 23-25 pS között van. A TRPM4 

permeabilitási sorrendje: Na+ > K+ > Cs+ > Li+ 38,39.  

 

4. ábra A TRPM4-csatorna felépítésének krio-elektronmikroszkópos szerkezeti képe. 

a, Háromdimenziós kép a membrán síkjában. A négy különböző szín az alegységeket 
jelöli, az élénkebb pirossal a DVT kötőhelyek láthatók. b, A szerkezet szeletképe. c, A csatorna 
modell a citoszolikus oldal felől. Winkler és mtsai. alapján33.  

Az olyan vegyületek, mint a dekavanadát (DVT) – ami egy erősen negatívan töltött fém 

klaszter - a TRPM4 feszültségfüggését a negatív potenciálok felé tolják el. Winkler és 

munkatársai a TRPM4-csatornák krioelektronmikroszkópos szerkezetének felderítésekor azt 

találták, hogy a DVT befolyásolja a TRPM4 feszültségfüggését, valamint, hogy a DVT a Ca2+-

aktivált áram amplitúdóját a Ca2+-koncentrációtól függő módon modulálja. Két modulátor DVT-

kötőhelyet tártak fel, egyet a C-terminális domén (CTD) fordulójánál, egyet pedig az MHR1/2 és 

a szomszédos MHR3 közötti határfelületen. Ez arra utal, hogy a DVT a csatorna kapuzására a C-

terminális doménen és az N-terminális MHR-en keresztül hat33. 

Az áram Ca2+-érzékenységét a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfát (PIP2)40 és a kalmodulin 

(CaM)35 befolyásolja, emellett a csatorna aktivációjában a protein kináz C (PKC)-függő 

foszforilláció is részt vesz28,35,41,42.  
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2.3. A TRPM4 jelenléte különböző sejtekben/szervekben  

Még a TRPM4 felfedezése előtt - melyről később kiderült, hogy ez az ioncsatona felelős 

a kalcium-aktivált monovalens kationáramokért (INSCCa) - több kutatás eredménye utalt ezen 

áramok szerepére, például újszülött patkány szívsejtekben43 és a tengerimalac csiga külső 

szőrsejtjeiben44. Azóta a TRPM4 expresszióját számos szövetben és sejttípusban 

megerősítették, funkciójára pedig több elmélet is született. Az érrendszer simaizomsejtjei45,46, 

a húgyhólyag47 és a vastagbél48, az endotél49, az immunsejtek50, a központi idegrendszer 

számos része2, a Langerhans-sziget endokrin sejtjei51, zsírsejtek52, keratinociták53, mucin 

szekretáló sejtek54, emberi billentyű interstitialis sejtek55 és a vázizomzat32 mind expresszálják 

a TRPM4-et. A TRPM4-et különböző rosszindulatú daganatokkal is összefüggésbe hozták56,57.  

2.3.1. TRPM4 a szívben 

A TRPM4 szívben is expresszálódik, és szinte valamennyi sejtjének működéséhez 

hozzájárul, beleértve a sinoatrialis- és atrioventricularis csomó sejteit8,16,58, az ingerületvezető 

rendszer sejtjeit4,59 , valamint a pitvari6,12 és a kamrai szívizomsejteket5,15. Még az INSCCa 

vizsgálata során sok esetben kimutatták a TRPM4-et, így ez vált a legvalószínűbb INSCCa-t kialakító 

ioncsatornává. Számos összefoglaló tanulmány részletezi a TRP-csatornák kardiovaszkuláris 

rendszerben betöltött szerepét60. Egyesek kifejezetten a TRPM4-re összpontosítanak61–63. A 

TRPM4 fontos szereplője a szív elektromos aktivitásának és kóros folyamatokban is szerepet 

játszik3.  

2.3.2. A TRPM4 szerepe az ingerképzésben 

Egerek pacemaker szöveteiben a TRPM4-et mRNS64 és fehérje16 szinten is kimutatták. 

TRPM4-szerű tulajdonságokkal rendelkező ionáramok egereken kívül patkányokban és 

nyulakban is kimutathatók58,65. A 9-phenanthrollal elért TRPM4-gátlás a szívfrekvencia 

koncentrációfüggő csökkenéséhez vezetett a vad típusú egerekben (TRPM4 KO egerekben 

nem), ami alátámasztja a TRPM4 szerepét az ingerképzésben58. Meg kell azonban jegyezni, 

hogy a TRPM4 KO állatokban a szívfrekvencia a vad típusúakhoz képest nem csökkent64,66,67. 

Ezek a megfigyelések a TRPM4 ingerképzésben betöltött szerepe ellen szólnak, vagy a KO 

állatokban bekövetkezett kompenzációs változások következményei lehetnek. Mivel az 

ingerképzés esszenciális funkció, ezért több mechanizmus (Ca2+- és membránóra-elméletek) 

együttműködése révén nagymértékben védett68. Ezért lehetséges, hogy a TRPM4 KO állatok 
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esetében más, nem TRPM4 által közvetített mechanizmusok hozzájárulása úgy módosul, hogy 

a szívfrekvencia végül változatlan marad.  

2.3.3. A TRPM4 hozzájárulása a pitvari elektrofiziológiához 

Újszülött patkány pitvari sejtjeiben és a jobb pitvari fülcséből izolált pitvari sejtekben6 

Ca2+-aktivált, nem szelektív kationáramokat írtak le69 . A TRPM4 mRNS a humán pitvari izomban 

is kimutatható volt6. A TRPM4 fehérje expressziója hasonló mértékű volt a jobb pitvari fülcséből 

izolált, pitvarfibrillációval rendelkező vagy anélküli betegek szívizomsejteiben is70.  

A TRPM4 pitvari AP-ben betöltött funkcióját TPRM4 KO egerek és farmakológiai 

vizsgálatok kombinációjával tesztelték12. A 9-phenanthrollal, vagy flufenaminsavval előidézett 

TRPM4-gátlás reverzibilis és koncentrációfüggő módon csökkentette az AP időtartamát vad 

típusú egyedekből izolált pitvari sejteken, míg TRPM4 KO állatok sejtjein nem. A pitvari AP-k 

rövidebbek voltak a TRPM4 KO állatokban a vad típusúakhoz képest12,64,67, kivéve egy 

nemrégiben megjelent tanulmányt, ahol a KO állatokból származó pitvari sejtek kissé 

depolarizáltabb nyugalmi membránpotenciállal rendelkeztek71.  

A korábbi vizsgálatokkal összhangban - ahol a pitvari AP-k rövidebbek a TRPM4 KO 

állatokban - számítógépes szimulációval a TRPM4 enyhe (2-5-szörös) és nagy (legalább 6-

szoros) overexpressziója az AP időtartamának növekedéséhez, valamint korai utódepolarizációk 

(EAD-k) kialakulásához vezetett72. Ezek a szimulációk összhangban voltak az immortalizált 

patkány pitvari HL-1 szívizomsejtekből nyert elektrofiziológiai adatokkal, ahol az angiotenzin II 

növelte a TRPM4 expresszióját72. A TRPM4 aktivitása szintén megnőtt a CaMKIIδ-val való 

funkcionális összekapcsolást követően a HL-1 szívizomsejekben73.  

Patkány pitvari sejtekben a TRPM4 által közvetített áram - a 2-es típusú IP3 receptor 

által közvetített Ca2+-felszabadulások aktiválásán keresztül - részt vehet a nyíróerő 

növekedésére (shear stress) adott válaszban74. A TRPM4 szerepet játszhat az aldoszteron által 

kiváltott AP rövidülésében és elősegítheti az aldoszteron által kiváltott pitvari aritmiákat67.  

A TRPM4-et humán és egér pitvari fibroblasztok működésével is kapcsolatba hozták. 

Sejttenyésztés során mRNS és fehérje szinten is megnőtt a TRPM4 expresszió, valamint a 

TRPM4-áram is. Ha 1-10 µM koncentrációban 9-phenanthrolt adtak a sejttenyészethez, 

szignifikánsan redukálódott a sejtek növekedése, így arra a következtetésre jutottak, hogy a 

TRPM4 hozzájárul a sejtek növekedéséhez75.  
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2.3.4. A TRPM4 szerepe a szív ingerületvezetésében 

A TRPM4 mRNS-szintje a humán szív Purkinje-sejtjeiben a legmagasabb7, azonban 

funkciója atrioventrikuláris csomósejtek szöveteiben nem ismert. A TRPM4 fehérje nagy 

mértékben expresszálódik szarvasmarha szív Purkinje-sejtekben is4. Nyúl Purkinje-sejtekben a 

TRPM4 gátló 9-phenanthrol reverzibilis és koncentrációfüggő módon rövidítette az AP-ket 

anélkül, hogy más AP paramétereket befolyásolt volna. Továbbá szintén Purkinje-sejtekben egy 

TRPM4-szerű ionáram (vezetőképesség 23,8 pS; azonos permeabilitás Na+ és K+ számára; 

érzékenység feszültségre, Ca2+-ra és 9-phenanthrolra) figyelhető meg76.  

Purkinje-sejteken végzett akciós potenciál clamp kísérletek az AP platófázisa alatt egy 

átmeneti, befelé irányuló, 9-phenanthrol-érzékeny áramot mutattak ki76. Az eredmények a 

TRPM4 hozzájárulását mutatják a Purkinje-sejtek AP-jához, valamint a TRPM4 potenciális 

részvételét a szív ingerületvezetésében, illetve aritmiák generálásában. Humánban a TRPM4 

mutációi a szív ingerületvezetési zavaraiért felelősek77. Az elsőként azonosított mutáció egy 

aminosavcsere a 7. pozícióban glutamátról lizinre (E7K), amely csökkent endocitózis és 

megnövekedett TRPM4-áramsűrűség révén funkciónyeréshez vezet a Purkinje-rostok 

sejtmembránjában7. Az autoszomális domináns módon öröklődő E7K mutáció progresszív I. 

típusú familiáris szívblokkhoz vezethet. Számítógépes szimulációkban a megnövekedett E7K 

mutáns áramsűrűség a nyugalmi membránpotenciál depolarizációjához és az AP 

megnyúlásához vezetett. Az E7K mutáns TRPM4-áramdenzitásának növekedése fokozatosan 

csökkenti az AP vezetési sebességét is, ami teljes vezetési blokkban csúcsosodik ki78.  

A legtöbb TRPM4-polimorfizmust és pontmutációt Brugada-szindrómás betegeknél 

azonosították, valamint TRPM4 mutációt mutattak ki atrioventrikuláris blokkban és jobb 

Tawara-szár blokkban szenvedő betegeknél is. Sinuscsomó-diszfunkcióban, vagy hosszú QT-

szindrómában azonban nem írtak le TRPM4 mutációt8. 

A TRPM4-overexpresszió és az atrioventrikuláris blokk közötti kapcsolatot számítógépes 

modellezés is alátámasztotta, ahol a TRPM4-áramok megduplázódása EAD kialakulásához 

vezetett. Gaur és munkatársainak kutatásai alapján a TRPM4-csatornák lehetnek felelősek a 

háttér nátriumáramért, valamint megállapították, hogy a TRPM4 heterogén expressziója a 

His/Purkinje rendszerben II. típusú szívblokkhoz vezet59.  
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A Brugada-szindrómás betegek 6 %-ánál mutattak ki valamilyen TRPM4 mutációt9,79. 

Érdekes módon ezek közül néhány mutáció (T873I és az L1075P) funkció nyeréshez vezettek, 

míg más mutációk (P779R és a K914X) csökkent TRPM4-áramot eredményeztek.  

A nyugalmi membránpotenciál bármely TRPM4 mutáció indukált változása csökkentheti 

a nátriumcsatorna elérhetőségét és hozzájárulhat a Brugada-szindróma kialakulásához. A 

Brugada-szindróma számos esetében az SCN5A gén mutációja - amely a nátriumáram 

megváltozásához vezet - az okozója a vezetési zavarnak80.  

2.3.5. A TRPM4 hozzájárulása a kamrai elektrofiziológiához 

A TRPM4 kamrai AP-ben való funkciója a legvitatottabb terület, mivel a korai kutatások 

szerint a szív más részeihez képest a kamrákban nagyon kis mértékben expresszálódik. A TRPM4 

mRNS-expressziója humán szívben a bal kamrában volt a legalacsonyabb7.  

A TRPM4 részt vesz állóképességi edzés által indukált jótékony kardiális 

remodellingben81. Bár a TRPM4 fehérje egér kamrai izomban is kifejeződött71, a pitvari 

expresszió magasabb volt66. Patkányokban megközelítőleg azonos expressziót mutattak ki mind 

a pitvari, mind a kamrai szívizomsejtekben74.  

A korai kutatások TRPM4-szerű áramokat mutattak ki tenyésztett, dedifferenciált 

patkány kamrai sejtekben82,83. Felnőtt Wistar patkányok bal kamrai sejtjeiben alig detektáltak 

TRPM4-szerű áramot (és mRNS-t), de spontán hipertóniás patkányok bal kamrai sejtjeiben 

megjelentek15. Mindezek ellenére Ca2+-aktivált nem szelektív kationáramokat írtak le 

tenyésztett patkány kamrai sejtekben43 és frissen izolált tengerimalac kamrai 

szívizomsejtekben84.  

A TRPM4 egerekben hozzájárul az AP morfológiájához, mivel a bal kamrai papilláris AP-

k időtartama szignifikánsan kisebb volt TRPM4 KO egerekben, mint a vad típusúakban85.  

Egészséges felnőtt patkányokban a TRPM4 fehérje egyértelműen expresszálódik kamrai 

szívizomsejtekben5, ellentétben a Guinamard-csoport eredményeivel15,83. A különbség oka 

lehet, hogy a korábbi munkák során Wistar (vagy Wistar-Kyoto) patkányokat használtak15,83, míg 

újabban Sprague-Dawley patkányokkal dolgoznak5,74.  

Az ellentmondásos adatok ellenére a TRPM4 gátlása az inotrópia növelésének egyik 

módja lehet. A közelmúltban kidolgoztak egy in vivo AAV9-RNSi által közvetített géncsendesítő 

stratégiát, mely alkalmas lehet például a TRPM4 kifejeződés csökkentésére is. Ezzel a 

módszerrel annak reményében csökkentették a szívben a TRPM4 expresszióját, hogy ezáltal 
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fokozzák a szív kontraktilitását szívelégtelenség-állatmodellben. A technikával felnőtt egér 

szívben a TRPM4 fehérje expressziójának 90 %-os csökkenését érték el86.  

2.4. A TRPM4 viszgálatára alkalmazott farmakológiai módszerek 

Számos vegyület blokkolja a TRPM4-áramot. Ezek közül néhány endogén molekula, mint 

például az adenozin-trifoszfát (ATP) és rokonvegyületei87, a nitrogén-oxid (NO)88 és a spermin87. 

Mások exogén vegyületek, köztük a kinin89, az MPB-10490, a nem szteroid gyulladáscsökkentő 

flufenaminsav (FFA)91, az antidiabetikus glibenklamid6, az antimycoticus klotrimazol28, 

kloridcsatorna-blokkolók (mint például a difenil-amin-2-karbonsav (DPC), 3t,5-diklór-difenil-

amin-2-karbonsav (DCDPC) és az 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)benzoesav (NPPB))14, valamint a 

9-phenanthrol14.  

E vegyületek szelektivitása sok esetben meglehetősen gyenge, ami újabb és újabb 

vegyületek keresését és tesztelését teszi szükségessé. Ilyen nemrégiben kifejlesztett szerek a 4-

klór-2-[[2-(2- klórfenoxi)acetil]amino]benzoesav (CBA, 5. ábra), a 4-klór-2-(1-naftiloxi-

acetamido)benzoesav (NBA) és a 4-klór-2-(2-(2-(4-klór-2-metilfenoxi)propanamido)benzoesav 

(LBA)92,93. Egy közelmúltban megjelent tanulmány kimutatta, hogy egy nem szteroid 

gyulladáscsökkentő hatóanyag, a meklofenamát szintén alkalmas lehet a csatorna gátlására és 

ezáltal annak vizsgálatára94. Ezenkívül, különösen in vivo vizsgálatokban, specifikus M4P, M4M 

és M4M1 antitesteket használtak a TRPM4 blokkolására95,96. Alkalmaztak továbbá kis 

interferáló RNS-t (siRNS) a TRPM4 csendesítésére97, mely megközelítést in vitro is használták98.  

Bár a TRPM4-et először a 21. század elején írták 

le, a különböző szövetekben előforduló Ca2+-aktivált, 

nem specifikus kationáramról már jóval korábbról is 

rendelkezésre állnak publikációk. Azóta hatalmas 

mennyiségű ismeretanyag gyűlt össze a TRPM4-ről, de 

még mindig vannak megválaszolatlan kérdések. A 

kutatások eredményei nem mindig egyeznek, ha a KO 

állatokból, valamint a TRPM4-gátlószerekkel nyert 

kísérleti adatokat összehasonlítjuk egymással. 

Mindazonátal, a kutatások eredményei alapján a TRPM4 

befolyásolása akár potenciális terápiás eljárás is lehet a 

jövőben.  

5. ábra A CBA kémiai szerkezete. 

A képlet a ChemDrawPro 12.0 
szoftverrel készült.  
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2.5. A késői káliumáram (IK) 

A késői káliumáramot kialakító ioncsatornák depolarizációra aktiválódnak (nyílnak), míg 

negatívabb membránpotenciálra viszonylag lassan térnek vissza zárt állapotba. A csatornák által 

közvetített káliumáram (IK) feszültség és idő függően változik és legfőbb funkciója az akciós 

potenciál repolarizációjának kialakítása99,100. A késői káliumáram a kinetikai- és egyenirányító 

tulajdonságok, gátlószer érzékenység, valamint intracelluláris moduláció szempontjából három 

összetevőre osztható: ultragyors (IKur), gyors (IKr), valamint a lassú komponensek (IKs)18,101,102.  

A késői káliumáramot a szív valamennyi sejtípusában kimutatták, ám az egyes 

komponensek áramsűrűsége a szív egyes régióiban, illetve a különböző fajokban is jelentősen 

eltér103. Az IKs és IKr a pitvari és a kamrai munkaizomsejtekben is megtalálható104,105, azonban az 

IKur áramot humánban eddig csak pitvari sejtekben írták le102. A késői káliumáram összetevőinek 

a szív bal kamrájában eltérő a szívcsúcs-szívbázis irányú, illetve transzmurális expressziója. Nyúl 

sejteken az IKs, és az IKr az apikális miocitákon kisebb, mint a szívbázison106. Kutya 

szívizomsejteken az IKr esetében nem mutatható szignifikáns apiko-bazális eltérés, de a bázis 

részen az IKs kisebb a szívcsúcshoz képest107. A miokardium egyes rétegeiben az IKr 

áramsűrűségében nincs szignifikáns eltérés, míg az IKs kisebb a kamra midmiokardialis 

rétegében a szubepikardiumhoz képest108. 

A késői káliumáram elsődleges szerepet játszik a szívizom akciós potenciáljának 

repolarizációjában. Az áramot létrehozó csatornafehérjék szerkezetének megváltozása vagy 

farmakológiai befolyásolása az áram - és így az akciós potenciál időtartamának 

megváltozásához és aritmiák kialakulásához vezethet. Ezek közül a legjellemzőbbek a hosszú 

QT-szindrómák különböző formái109–111. Ezekben a betegségekben az akciós potenciál 

megnyúlása miatt fokozódik a korai utódepolarizációk és a TdP kamrai tachycardia 

kialakulásának valószínűsége, így gyakrabban fordul elő hirtelen szívhalál112–114. 

2.5.1. A késői egyenirányító káliumáram gyors komponense (IKr)  

Az IKr-t létrehozó ioncsatorna a feszültségfüggő K+ csatornák eag család erg alcsaládjába 

tartozik. A csatornát a Kv11.1 fehérje alakítja ki, melyet a 7. kromoszómán elhelyezkedő KCNH2 

gén (hERG gén115) kódol116,117. Ennek a génnek a mutációja okozza a hosszú QT szindróma 2. 

típusát (LQT2)4. LQTS2-ben az IKr csökkenése miatt az AP megnyúlik. Az IKr gátlása által kiváltott 

akciós potenciál (AP) megnyúlás alapján korai utódepolarizációk (EAD) hozhatók létre118,119. Ez 

az állapot növeli az APD rövid távú variabilitást (SV)120 és a transzmurális akciós potenciál 
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időtartamának heterogenitását. Mindkettő életveszélyes szívritmuszavarokhoz, például 

Torsade de Pointes-hoz121 és hirtelen szívhalálhoz122,123 vezethet.  

A Kv11.1 csatorna szerkezete (6. ábra) a feszültségérzékeny káliumcsatornák 

többségével mutat homológiát és tetramerbe rendeződve alkot funkcionális csatornát. A hERG 

kapuzást a citoplazmatikus domének (N-terminális vagy PAS (Per-Arnt-Sim)-domén, C-

terminális vagy CNBD (ciklikus nukleotid kötő domén - cyclic nucleotide binding domains) és C-

linker) befolyásolják, de ezen mechanzimusok még mindig nagyrészt ismeretlenek. Ugyanakkor 

a QT-megnyúlásért felelős szerkezeti mechnaizmusok szempontjából ezeknek a doméneknek 

kiemelt jelentőséget tulajdonítanak124.  

6. ábra A Kv11.1 vagy hERG-csatorna monomer topológiája. 

A monomer hat transzmembrán szegmenst (S1–S6) tartalmaz. Az S4 régió a 
feszültségérzékelő doménnek felel meg, míg a pórust az S5, S6 és 5P szegmensek közötti hurkok 
(sárga hengerek) képzik. PAS, cNBD az N-, illetve a C-terminális. Perissinotti és mtsai. alapján124. 

Az IKr a -40 mV-nál pozitívabb depolarizáció hatására gyorsan aktiválódik, az aktiváció 

félmaximális feszültségértéke -20 mV és -5 mV közé esik. Mind az kaktiváció, mind a deaktiváció 

függ a membránpotenciáltól, időállandói pedig fajok közti eltérést mutatnak. Az IKr aktivációs 

időállandója 100–500 ms18,125, humán szívizomban 100–200 ms104,126,127. Teljes sejtes 

konfigurációban az áram lefutása időben telítődést mutat inaktivációra utaló jel nélkül. A 

csatorna elsősorban K+ ionokra permeábilis, de közel sem annyira szelektív K+ ionokra, mint pl. 
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a befelé egyenirányító K+ áramot (IK1) kialakító ioncsatornák. Egyetlen hERG ioncsatorna 

fiziológiás konduktanciája mintegy 2 pS128. Munkacsoportunk korábbi kísérletei alapján 

kutyaszívben az IKr a plató alatt fokozatosan nőtt, a 0,62 ± 0,08 pA/ pF nagyságú áramcsúcsot 7 

ms-mal a maximális repolarizációs sebesség (V-
max) időpontja előtt érte el99. 

2.5.2. Az IKr gátlószerei  

Az IKr-nek több szelektív gátlószere is ismert, mint például a dofetilid, az E-4031 vagy a 

d-Sotalol. Ezen vegyületek közös tulajdonsága, hogy kémiai szerkezetében valamennyi vegyület 

metánszulfonamid csoportot tartalmaz, továbbá jelentősen megnövelik a kamrai AP 

időtartamát18,21,22,117. A Vaughan-Williams féle besorolás szerint a III. osztályú antiaritmiás 

szerek célzottan az IKr csatornára hatnak129.  

Az IKr-t kialakító ioncsatornákat a III. osztályon kívül további antiaritmiás szerek gátolják, 

például néhány Na+ csatorna blokkoló (flecainid, amiodaron) is130. Az IKr áramot különböző 

hatástani csoportba tartozó farmakonok is gátolják. Ilyen például néhány antimikrobás szer (pl. 

ketokonazol és erythromycin), antihisztaminok (pl. cetirizine, terfenadin, astemizol), gyomor-

bélrendszerre ható szer (pl. cisaprid), illetve antipszichotikum (pl. haloperidol) is131. A felsorolt 

hatóanyagok szerkezetében legalább egy aromás gyűrű található, illetve az IKr gátló hatásuk úgy 

valósul meg, hogy a farmakonok a nyitott ioncsatornák pórusába kötődnek, majd az aktivációs 

kapu záródása után ott maradnak. 

Ahogy arról már korábban szó esett, egyes IKr blokkolók metánszulfonamid csoportokat 

tartalmaznak (7. ábra). A jelenleg használt gyógyszerek számos hatóanyaga tartalmazza 

ugyanezt a funkciós csoportot a kémiai szerkezetében. Ilyen például a rosuvastatin, a szérum 

koleszterinszint csökkentésére széles körben alkalmazott gyógyszer, amely potenciális IKr gátló 

hatással rendelkezik132. Ez részben a hERG közvetlen gátlásának köszönhető, ami az áram 

inaktiválásának felgyorsításával, valamint a hERG fehérje expressziójának csökkentésével jár133. 

Két másik metánszulfonamid-tartalmú gyógyszer a daganatellenes amszakrin és a nem-szteroid 

gyulladáscsökkentő nimesulid. Az utóbbi esetében az IKr gátlására nincsenek adatok, de az 

amszakrin a hERG-csatornákat nyitott és inaktivált állapotban is blokkolja a pórus S6 régiójába 

kötődve134. 

Ezenkívül 2018. május 20-tól az amszakrin a CredibleMeds weboldalán a TdP feltételes 

kockázatával járó gyógyszerként szerepel135. 
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7. ábra Az ABT-333 és két IKr blokkoló kémiai szerkezete. 

Minden képlet a ChemDrawPro 12.0 szoftverrel készült. 

2.5.3. Az ABT-333 (dasabuvir) 

Az ABT-333, vagy más néven dasabuvir, egy nem nukleozid típusú hepatitis C vírus (HCV) 

polimeráz inhibitor, amely metánszulfonamid csoportot tartalmaz (7. ábra). A krónikus HCV-

fertőzés kezelésére használják, gyakran más vegyületekkel, például ombitasvirrel, 

paritaprevirrel és ritonavirral kombinálva136–138.  

A krónikus HCV-fertőzés „csendes” járvány, világszerte mintegy 130-170 millió érintett 

beteggel139, és évtizedekig nyugalmi állapotban marad, mielőtt jelentős tünetei 

jelentkeznének140. A betegség magas morbiditáshoz és mortalitáshoz vezet, valamint jelentős 

egészségügyi ellátási költségekkel jár141.  

Az ABT-333 tartalmú anti-HCV gyógyszeres kezelés szívre gyakorolt mellékhatásait 

néhány betegnél észlelték, amiket Li és munkatársai foglaltak össze142. Ezen mellékhatások közé 

tartozott az extrém bradikardia143, a szívmegállás144 és a mellkasi fájdalom145.  

Mivel az ABT-333 a máj citokróm P450 2C8 enzim (CYP2C8) által metabolizálódik, a 

CYP2C8 erős gátlószerei növelhetik az ABT-333 plazmaszintjét, valamint a QT-megnyúlás 

fokozott kockázatát hordozzák146. Ez lehet a helyzet a klopidogrél alkalmazása esetén is, mivel 

annak glükuronidált metabolitja gátolja a CYP2C8-t147.  

ABT-333 

E4031 

Dofetilid 



  

23 

 

Mivel az ABT-333 metánszulfonamid-csoportot tartalmaz, ezért már önmagában is 

fennáll a QT-megnyúlás kockázata. Az ABT-333 IC50 értéke 2-10 nM tartományba esett a 

rekombináns HCV-polimeráz (NS5B) ellen148. Hasonló értékeket (2-8 nM) figyeltek meg a 

félgátló ABT-333 koncentrációk esetében sejttenyésztési próbák segítségével a HCV 

szubgenomiális replikonok replikációjának gátlására két genotípus (1a (H77) és 1b (Con1)) 

esetében, de az értékek 40 % humán plazma jelenlétében jelentősen (kb. 12-13-szorosára), 20-

100 nM-ra emelkedtek148.  

Még fontosabb az ABT-333 koncentrációinak összehasonlítása a hatóanyag 

plazmakoncentrációival a vegyületet anti-HCV-kezelés során szedő betegeknél. A HCV és HIV 

fertőzés egyidejű fennállása esetén a maximális plazmakoncentráció (Cmax) az ABT-333-at 

kombinációban szedő fertőzött betegeknél King és mtsai.149 szerint körülbelül 600 ng/ml volt, 

ami körülbelül 1,2 nM-nak felel meg. Egészséges önkénteseknél a naponta kétszeri, 200 mg 

ABT-333 tartalmú tabletta önmagában történő szedése 500 ng/ml maximális koncentrációt 

eredményezett, ami körülbelül 1 nM150. A dózis növelése lineárisan magasabb Cmax értékeket 

eredményezett (1,8, 2,9 és 4,2 nM naponta kétszer 400, 600 és 1000 mg tartalmú tabletta 

esetén). A plazmaszintekben és a felhalmozódási arányban sem volt jelentős napi ingadozás, 

kivéve az 1000 mg-os dózist, ahol a 10. napra 1,6-szor magasabb koncentráció volt 

megfigyelhető150.  

Ezenkívül a vese- és májkárosodás (kivéve az utóbbi esetében a súlyos fokút) nem 

változtatta meg az ABT-333 metabolizmusát, alig befolyásolva a maximális 

plazmakoncentrációt150. Az ABT-333 plazmakoncentrációja viszont emelkedhet klopidogrelt146 

és gemfibrozilt151 szedő betegeknél.  
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3. Célkitűzések 

 

Tekintettel a TRPM4 szívben korábban ismertetett szerepére kutatásaink során az alábbi 

vizsgálatok elvégzését tűztük ki célul: 

 először is a TRPM4 fehérje expresszióját szerettük volna bizonyítani. 

 

Célul tűztük ki egy, a közelmúltban kifejezetten a TRPM4-csatorna gátlására kifejlesztett 

vegyület, a CBA hatásának vizsgálatát a következőkre:  

 az akciós potenciál morfológiájára 

 a repolarizáció rövid távú variabilitására 

 

Ahhoz, hogy a TRPM4-áram vizsgálható legyen ezzel a vegyülettel, először ki kell zárni a 

szer más ionáramokra gyakorolt hatását, így 

 egyrészt célul tűztük ki a CBA-érzékeny áram felderítését akciós potenciál 

feszültség-zár (APVC) technikával, 

 továbbá vizsgálni kívántuk a CBA hatását a repolarizáció ionáramaira. 

 

Az ABT-333 kémiai szerkezetéből adódóan potenciálisan gátolja az egyik fő repolarizáló 

áramot (IKr), azonban a szer kamrai AP-ra gyakorolt hatása még nem ismert. Célunk volt tehát 

megvizsgálni: 

 1 µM ABT-333 hatását a kutyaszív bal kamrai akciós potenciálra 

 az ABT-333 koncentrációfüggő hatásait az AP különböző paramétereire 

 az ABT-333-érzékeny áramprofilt APVC technikával 

 végül, de nem utolsósorban az ABT-333 hatását expresszált hERG-csatornákon. 

 

Természetesen kísérleti céllal egészséges humán szívből származó sejtekhez jutni nem 

egyszerű, ezért kísérleteinkhez a bal kamrai szívizomsejteket kutyák szívéből izoláltuk, amely 

elektrofiziológiai szempontból a humán szívizomsejtek egyik legjobb modellje152.  
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4. Anyagok és módszerek 

4.1. A kamrai szívizomsejtek izolálása 

Kísérleteinket kutyák szívének bal kamrájából enzimatikusan izolált szívizomsejtjein 

végeztük153. A sejteket vegyes nemű és fajtájú, általában 1-3 év körüli, ivarérett, kísérleti célra 

tenyésztett állatok szívéből nyertük. A 10-15 kg tömegű kutyák túlaltatásához 

intramuszkulárisan beadott 10 mg/kg ketamin-hidroklorid (Calypsol, Richter Gedeon Nyrt., 

Budapest, Magyarország) és 1 mg/kg xylazin-hidroklorid (Sedaxylan, Eurovet Animal Health BV, 

Bladel, Hollandia) elegyét tartalmazó injekciót használtunk. Az alkalmazott protokollunk 

összhangban volt a „Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (US NIH publikációs 

száma: 85-23., 1996. évben átdolgozott verzió) és a Helsinki Deklaráció 1964-ben lefektetett 

alapelveivel. A kísérleti protokollt jóváhagyta a Debreceni Egyetem Munkahelyi Állatetikai 

Bizottsága is (engedély száma: 9/2015/DEMÁB). Az állatokon végrehajtott fájdalommentes 

mélyaltatást akkor tekintettük megfelelőnek, amikor cornea reflex nem volt kiváltható, 

valamint az állat nem reagált fájdalomingerre. 

A mellkast a bal oldali scapula csúcsát és a processus xyphoideust összekötő vonal 

mentén, a 4 vagy 5. bordaközben nyitottuk meg, majd a szívet gyors kiemelést követően hideg 

(4-8 °C) fiziológiás Tyrode oldatba (összetétel: 144 mM NaCl, 5,6 mM KCl, 2,5 mM CaCl2, 1,2 

mM MgCl2, 5 mM HEPES (4-(2-hidroxietil) piperazin-1- etánszulfonsav), 10 mM glükóz, pH=7,4) 

helyeztük. Ezt követően az anterográd szegmentperfúziós technikát alkalmaztuk, melyhez 

először a bal elülső leszálló koronáriát kanüláltuk154. Így Langendorff apparátus segítségével 

ezen koronária vérellátási területét perfundáltuk a szívizom extracelluláris mátrixát emésztő 

enzimmel. 

Az emésztést megelőzően a vér és Ca2+ eltávolítása céljából a szívet mintegy 5 percen 

keresztül Ca2+-mentes JMM oldattal (Minimum Essential Medium Eagle; Joklik-féle módosítás, 

Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) perfundáltuk. A JMM oldatot taurinnal (2,5 g/l), 

piruváttal (175 mg/l), ribózzal (750 mg/l), allopurinollal (13,5 mg/l), NaH2PO4-tal (200 mg/l), 

illetve NaHCO3-tal (1,4 g/l) egészítettük ki. A perfúziós oldatot karbogén gázzal (95 % O2 + 5 % 

CO2) kevertettük és 37 °C-ra melegítve használtuk. Ezután következett a mintegy 30-40 perc 

hosszú emésztés, amit 1 mg/ml koncentrációjú kollagenáz enzimmel (Type II., 305 U/mg; 

Worthington Biochemical Co., Lakewood, NJ, USA), 0,2 % borjú albuminnal (2 g/l, Fraction V.; 

Sigma-Aldrich Co.) és 50 μM CaCl2-del kiegészített JMM oldattal végztünk.  
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Az emésztést követően U alakú bemetszést ejtettünk a perfundált és emésztett 

területen, majd a bemetszett kamrafalból szike segítségével szabadítottuk ki a sejteket és Ca2+-

t tartalmazó JMM oldatban szuszpendáltuk. A sejteket 4 lépcsős szűrési és további 2 lépcsős 

mosási folyamatnak vetettük alá, megtisztítva a szeparált sejteket tartalmazó szuszpenziót a 

szöveti törmelékektől. A folyamat során az oldat Ca2+ tartalmát fokozatosan emeltük és 

állítottuk fiziológiás értékre. Az elektrofiziológiai kísérletekig a sejteket MEM tápoldatban 

(Minimum Essential Medium Eagle, pH=7,4, [Ca2+] 2,5 mM, Sigma-Aldrich Co.) 15 °C-os 

hőmérsékleten tároltuk. 

A sejteket jelentős stressz érte az enzimatikus emésztés során, ezért a sejtek 

regenerációjának időt hagyva, a kísérleteinket csak néhány órával később kezdtük meg. A 

sejtszuszpenzióban általában kb. 50 % volt az élő sejtek aránya, amelyek tégla alakúak, éles 

szélekkel, valamint ép harántcsíkolattal és tiszta citoplazmával rendelkeztek. Kísérleteink során 

csak az ép, elő sejteket használtuk fel. A sejtek általában az izolálást követő mintegy 36 órán 

belül voltak alkalmasak az elektrofiziológiai mérésekre. 

4.2. Elektrofiziológiai mérések 

A sejteket 1 ml térfogatú plexikamrába helyeztük és folyamatosan bikarbonát pufferrel 

kiegészített Tyrode-oldattal perfundáltuk. A perfundáló oldat összetétele: NaCl 121 mM; KCl 4 

mM; MgCl2 1 mM; CaCl2 1,3 mM; HEPES 10 mM; glükóz 10 mM; NaHCO3 25 mM; (pH=7,3; 

NaOH-val beállítva) volt, amely kb. 2 ml/perc sebességgel áramlott be a mérőkádba a gravitáció 

hatására. A mérőkádban lévő folyadék térfogatának állandó értéken tartását folyamatos 

elszívás biztosította. A kísérletek során a kádban lévő oldat hőmérsékletét egy hőmérséklet-

szabályozóval (Cell MicroControls, Norfolk, VA, USA) 37°C-ra állítottuk be. A sejteket egy 

rezgéscsillapító asztalon (Newport, Rochester, NY, USA) Faraday kalitkában elhelyezett inverz 

mikroszkóppal vizualizáltuk. Az elektromos jeleket intracelluláris erősítőkkel (MultiClamp 700A, 

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), analóg-digitális átalakítás után (Digidata 1440A, 

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) pClamp 10 szoftverrel (Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, USA) rögzítettük.  

4.3. A szívizomsejtek akciós potenciáljának elvezetése 

Az akciós potenciálokat 3 M KCl-t tartalmazó, 20-50 MΩ ellenállású boroszilikát 

mikroelektródákkal mértük. Az 1 s ciklushosszúságú steady-state ingerlést egy elektronikus 
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stimulátorral (DS-R3; Főnixcomp Kft., Debrecen, Magyarország) előállított, 2 ms időtartamú, a 

küszöbérték 120-130 %-ának megfelelő nagyságú áramimpulzusokkal végeztük. Az AP-ket 50 

kHz-es frekvencián digitalizáltuk, kiértékelésük során, az AP morfológia időbeli 

változékonyságának csökkentésére, tíz egymást követő AP-ból a következő paramétereket 

határoztuk meg, majd a 10-10 egymást követő AP esetén kapott értékeket átlagoltuk: APD50, 

APD75 és APD90 értékek (az AP időtartama a csúcstól a repolarizáció 50, 75 és 90 %-áig), a 0., 1. 

és 3. fázis maximális sebessége (V+
max , VPh1max és a V-

max,), nyugalmi membránpotenciál (RMP), 

túllövési potenciál (OSP), APA (akciós potenciál amplitúdó, amelyet az OSP és az RMP 

különbségeként határoztunk meg), Plató20 és Plató50 amplitúdó (a nyugalmi membránpotenciál 

és a 90 %-os repolarizációig eltelt idő 20, illetve 50 %-ánál mért membránpotenciál értékek 

közti különbség) valamint a membránpotenciál értéke az APD90 érték 50 %-ánál (Plató50). 

4.4. Az akciós potenciál repolarizáció variabilitásának elemzése 

50 egymást követő akciós potenciálból álló sorozatot rögzítettünk a korábban leírtak 

szerint és offline elemeztük a repolarizáció rövid távú variabilitásának (SV) becslése céljából a 

következő képlet segítségével: 

𝑆𝑉 =  
∑ (|𝐴𝑃𝐷𝑛+1 − 𝐴𝑃𝐷𝑛|)𝑖

𝑛=1

𝑖√2
 

ahol SV a rövid távú variabilitás, APDn és APDn+1 az n-edik és n+1-edik AP APD90 értékét 

jelöli, i pedig az elemzett egymást követő AP-k számát jelöli155,156. Az 50 egymást követő APD90 

értékekből készített Poincaré-diagram (8. ábra) segítségével szemléltettük az SV-változásokat. 

8. ábra A rövid távú variabilitás (SV) szemléltetése Poincaré-diagram segítségével. 
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Mivel az SV értéke erősen függ az APD90 értékétől155, az SV legjobban az APD függvényében 

ítélhető meg. A repolarizációs variabilitás további elemzéséhez az egymást követő APD90 

értékek közötti különbségeket tartományokba csoportosítottuk (20 ms alatt 1 ms-os 

tartományokba, 20 ms felett pedig 5 ms-os tartományokba) és minden egyes sejtben 

kiszámítottuk a megjelenésük valószínűségét157. Ezután ezen adatok átlagát ábrázoltuk, hogy 

szemléltessük az APD értékek ütésről ütésre történő változékonyságát. 

4.5. Feszültség-zár vizsgálatok 

A membránáramok rögzítése patch-clamp technikával158 történt teljes sejtes 

konfigurációban. A sejteket 37°C-on bikarbonát pufferrel kiegészített Tyrode-oldattal 

perfundáltuk (összetételét lásd fentebb). Az ebbe merített, belső oldattal (K-aszpartát 100 mM; 

KCl 45 mM; BAPTA 10 mM; HEPES 5 mM; K2ATP 3 mM; MgCl2 1 mM; KOH 10 mM) feltöltött 

boroszilikát üveg mikropipetták hegye 2-3 MΩ ellenállással rendelkezett. A pipettaoldat pH-ját 

KOH segítségével 7,3-ra, ozmolalitását gőznyomásos ozmométerrel (Vapro 5520, Wescor Inc., 

Logan, UT, USA) 287-290 mmol/kg-ra állítottuk be. A magas (1-10 GΩ) ellenállású kapcsolat 

(„gigaseal”) enyhe szívással történő létrehozása után a mikropipetta csúcsa alatti sejtmembránt 

további szívással, esetleg fújással, és/vagy 1,5 V-os elektromos impulzusok 1 ms-ig történő 

alkalmazásával megbontottuk. A soros ellenállás jellemzően 4-6 MΩ volt a kompenzáció előtt 

(általában 50-80 %). A kísérleteket elvetettük, ha a soros ellenállás magas volt vagy a mérés 

során jelentősen megnőtt.  

Az ionáramok normalizálása a sejtkapacitásra történt, amit a -80 mV-os 

tartófeszültségről 20 ms hosszú, 0 mV-ra történő depolarizációt követő, 45 ms hosszú, -10 

mV-ra történő hiperpolarizáló impulzusok alkalmazásával határoztunk meg. A sejtkapacitás 

átlagos értéke 144,1 ± 3,8 pF volt a vizsgált karidomiociták átlagában. A kísérletekben 

alkalmazott feszültségprotokollt és az oldatok közötti esetleges különbségeket az eredmények 

releváns részében ismertetem. 

Az akciós potenciál feszültség-zár kísérleteket a korábban leírt hagyományos feszültség-

zárhoz hasonló módszer szerint végeztük és a jeleket 50 kHz-es frekvencián digitalizáltuk. A 

kísérletek során a sejteket egy úgynevezett "kanonikus" AP-val ingereltük, mely egy 

midmiokardiális sejten 700 ms ciklushosszúságú ingerlési frekvenciával korábban rögzített, 

átlagos alakú AP. 
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A CBA-érzékeny áramot farmakológiai kivonással kaptuk: a 10 μM CBA jelenlétében 

rögzített áramjeleket kivontuk a kontrollban (Tyrode-oldatban) mért jelekből153,159. A 10 μM 

CBA-val kezelt sejteket (Tocris Bioscience, termékszám: 6724) 5 percig perfundáltuk CBA-val, 

amit 5 perces kimosás követett. A CBA-t tömény DMSO-ban oldottuk. Az ABT-333-érzékeny 

áram meghatározása szintén farmakológiai kivonással történt. 1 μM ABT-333 mintegy 15 perc 

hosszú alkalmazását 20 perces kimosás követte. A magasabb ABT-333 koncentrációk 

alkalmazásakor (1-3-10-30 μM) minden koncentrációt köztes kimosás nélkül, egyenként 5 

percig alkalmaztunk. Az ABT-333-at szintén tömény DMSO-ban oldottuk. A végső DMSO-

koncentráció a CBA-s kísérletek esetében 0,1 % volt, az ABT-333-as kísérletek esetében 1,5 % 

volt a legmagasabb, 30 μM ABT-333 alkalmazásakor, ami nem befolyásolta a vizsgált fiziológiai 

paraméterek egyikét sem. 

4.6. A hERG-áramok rögzítése 

Kísérleteink következő szakaszában feszültség-zár technikával, teljes-sejt elrendezésben 

hERG-csatornákat stabilan expresszáló HEK sejteken ionáramot vizsgátunk. Az áramot Digidata 

1550B analóg-digitális átalakítóval való konverzió után Axopatch 200B erősítőkkel mértük 

(Molecular Devices, San Jose, CA, USA). A 3-5 MΩ ellenállású mikropipettákat GC 150F-15 

boroszilikát üvegkapillárisokból (Harvard Apparatus, Hollister, MA, USA) három lépésben 

húztuk. A sejteket a mérés előtt közvetlenül a regisztráló Petri-csészében kontroll oldatban 

(kolin-klorid 140 mM; KCl 5 mM; MgCl2 2 mM; CaCl2 2 mM; glükóz 20 mM; HEPES 10 mM és 

CdCl2 0,1 mM; pH = 7,35 (NaOH-val beállítva)) tartottuk. A mérésekhez a patch-pipettában 

használt oldat (belső oldat) összetétele: KCl 140 mM; HEPES 10 mM; MgCl2 2 mM; és EGTA 10 

mM; pH = 7,3 (KOH-val beállítva). 

Annak vizsgálatára, hogy a töltéshordozó K+ volt-e, pozitív kontrollként, emelt kálium 

koncentrációjú oldatot (összetétel: KCl 150 mM; HEPES 10 mM; glükóz 5,5 mM; MgCl2 1 mM; 

CaCl2 1 mM; pH = 7,3 (KOH-val beállítva)) használtunk. 

Az ABT-333-at 1, 3, 10 és 30 µM koncentrációra hígítottuk. Mivel az ABT-333 DMSO-ban 

oldódott, a kontroll oldathoz 1,5 % V/V arányban DMSO-t is adtunk. Az oldatcserét gravitációs 

áramlású rendszerrel valósítottuk meg, a felesleges folyadék folyamatos eltávolításával. A 

feszültség-zár mérésekhez -80 mV-os tartófeszültséget használtunk. A patch-clamp adatokat a 

pClamp10 program (Molecular Devices, San Jose, CA, USA) segítségével rögzítettük. Az 

áramokat az erősítőkbe beépített analóg négypólusú aluláteresztő Bessel-szűrő segítségével 
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szűrtük és 20 kHz-es mintavételezéssel rögzítettük. Az elemzés előtt a sejtek teljes áramgörbéit 

digitálisan ötpontos boxcar simításnak vetettük alá. A kísérleteket szobahőmérsékleten (20-

24°C) végeztük. Az adatok megjelenítéséhez és elemzéséhez a Clampfit 10.7 (Molecular 

Devices, San Jose, CA, USA) és a Graphpad Prism 7 (Graphpad, San Diego, CA, USA) programot 

használtuk. 

A G-V görbéket a farokáramok normalizálásával hoztuk létre és Boltzmann-egyenlettel: 

𝐺 =
1

1 + 𝑒
𝑉1/2−𝑉

𝑘

 

illesztettük, ahol k a meredekség, V a membránpotenciál és V1/2 a félérték feszültség.  

A koncentráció-hatás görbét Hill-egyenlettel: 

𝑅𝐶𝐹 =
1

1 +
[𝑐]𝑛𝐻

𝐼𝐶50
𝑛𝐻

 

illesztettük, ahol RCF a megmaradó áramhányad, nH a Hill-koefficiens, [c] az ABT-333 

koncentráció és az IC50 a félgátló koncentráció. Az RCF értékét a következő egyenlettel 

számoltuk: RCF = IABT-333 / IKontroll, ahol IABT-333 az ABT-333 jelenlétében mért farokáram, IKontroll 

pedig a kontroll oldatban mért farokáram. 

Az időfüggést egyexponenciális egyenlettel illesztettük: 

𝑌 = (𝑌0 − 𝐶)𝑒
−𝑡

τ + 𝐶 

ahol Y0 az Y értéke (t)=0 időpillanatban, C a pulzus végén mért áram és τ az időállandó. 

4.7. Fehérjeminta előkészítése és Western blot analízis 

A Western blot kísérletekhez teljes sejtlizátumokat állítottunk elő kutyák bal kamrai 

szívizomsejtjeiből és szív szövetmintákból (a szív négy üregének falából izolálva) mechanikai 

módszerekkel: a szövetmintákból származó sejtlizátumokat a sejtek rozsdamentes 

acélgolyókkal történő roncsolásával, míg az izolált kamrai sejteket szonikációval. 

A fehérjekoncentrációt BCA (Bicinchoninic acid) fehérje-teszttel (Thermo Scientific, 

Rockford, IL, USA) határoztuk meg, majd a mintákat SDS-PAGE-nek (Sodium Dodecyl Sulfate–

Polyacrylamide Gel Electrophoresis) vetettük alá (10 %-os gélek, sávonként 20 μg fehérjével 

töltve) és nitrocellulóz membránokra (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) vittük át. 

A membránokat PBS (Phosphate Buffered Saline) alapú 5 %-os, nem-zsíros tejport 

tartalmazó oldattal blokkoltuk, majd anti-TRPM4 primer antitestekkel (OriGene Technologies, 
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Rockville, MD, USA, TA500381, OTI10H5 klón, egér-IgG, poliklonális, 1:1500) inkubáltuk, 

amelyet HRP-konjugált szekunder antitest jelölés követett 1:1000 hígításban. Az primer-

szekunder antitest komplexeket egy erősített kemilumineszcenciájú Western blotting Pico vagy 

Femto kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) segítségével, detektáltuk egy Fujifilm Labs-3000 

készülékkel. 

A membránokat ezután (a TRPM4 elleni antitest lemosása) α-aktinin-specifikus 

jelölésnek vetettük alá (1:1000; Santa Cruz BioTechnology, Dallas, USA). Az expressziós szintek 

számszerűsítéséhez háttérrel korrigált denzitometriát végeztünk ImageJ (NIH, Bethesda, MD, 

USA) segítségével. A TRPM4-specifikus sávok optikai sűrűségét a minták α-aktininre specifikus 

sávjára normalizáltuk. 

4.8. Statisztikai analízis 

Minden érték számtani átlagként ± az átlag standard hibájaként (SEM) szerepel. 

Tekintettel a sejtek közötti biológiai változékonyságra, a statisztikai vizsgálatokban minden 

egyes sejtet függetlenként kezeltünk, bár ugyanabból az állatból több sejtet is nyer(het)tünk. A 

munkában az n értékek a vizsgált sejtek számát jelzik. A különbségek statisztikai szignifikanciáját 

JASP programban (verzió: 0.16.3.0) eloszlás és szóráshomogenitás vizsgálatát követően 

egyirányú ANOVA, majd Student féle t-próba segítségével értékeltük. A különbségeket akkor 

tekintettük szignifikánsnak, ha a p kisebb volt, mint 0,05, amit a grafikonokon csillagok jeleznek.  
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5. Eredmények 

5.1. A TRPM4 fehérje expressziója 

A fehérje expressziós vizsgálatokhoz öt állatból gyűjtöttünk szövetmintákat és izolált bal 

kamrai sejteket. A fehérjék elektroforézissel történő szétválasztását és az azt követő megfelelő 

antitestekkel történő jelölést minden mintánál legalább kétszer végeztük el. A TRPM4 a szív mind 

a 4 üregének falában, valamint izolált bal kamrai sejtjeiben is kimutatható volt (9. ábra). A TRPM4 

expresszióját minden esetben az α-aktinin expressziójára normalizáltuk. A relatív expresszió 

értékei 0,47 ± 0,08; 0,59 ± 0,05; 0,49 ± 0,10; 0,62 ± 0,09 és 0,51 ± 0,09 voltak sorrendben a jobb 

pitvarból, bal pitvarból, jobb kamrából, bal kamrából és izolált bal kamrai sejtekből származó 

minták esetében, melyek között nem volt szignifikáns különbség. 
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9. ábra A TRPM4 expressziója a kutyaszív különböző részeiben. 

Reprezentatív Western blot képek a TRPM4 (A) és az α-aktinin (B) expressziójával a 
képen feltüntetett mintákban. A jobb oldali molekulatömegek a balról az 5. sávban látható 
fehérje létrára vonatkoznak. Az α-aktinin expresszióra normalizált TRPM4-expresszió (C) átlag ± 
SEM értékei a különböző, oszlopok tetején jelölt mintákban. Az állatok száma minden esetben 5 
volt és legalább 8 független blotot elemeztünk. 

5.2. A CBA hatása az akciós potenciál morfológiájára 

Az AP-ket 3 M KCl-dal töltött hegyes mikroelektródákkal rögzítettük, amely technika a 

legközelebb áll a fiziológiás helyzethez (változatlan intracelluláris tér, nem pufferelt Ca2+ 

koncentrációval). Hat állatból izolált nyolc sejtet 5 percig 10 μM CBA-val perfundáltuk, majd a 

kísérlet végén 5 perces kimosási periódust alkalmaztunk. Az AP paraméteinek átlagát jól 

reprezentáló AP és annak idő szerinti első deriváltja látható a 10. ábrán. A CBA nem változatta 

meg a nyugalmi membránpotenciált (RMP), a túllövési potenciált (OSP), a membránpotenciál 

APD időtartamának felénél mért értékét (Plató50) és a 3. fázis maximális sebességét (V-
max) (1. 

táblázat). 

1. táblázat A CBA által nem befolyásolt AP paraméterek 6 állatból származó 8 sejten 
vizsgálva 

  

 RMP (mV) OSP (mV) Plató50 (mV) V-
max (V/s) 

Kontroll körülmények között -86,3 ± 0,9 31,0 ± 2,1 1,3 ± 3,0 -1,5 ± 0,1 

10 μM CBA jelenlétében -85,2 ± 1,4 32,4 ± 1,9 3,5 ± 4,6 -1,6 ± 0,1 

CBA kimosása után -84,8 ± 1,5 29,7 ± 1,7 3,4 ± 4,1 -1,5 ± 0,1 
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10. ábra A CBA hatása a kutya bal kamrai sejtek akciós potenciáljaira (AP). 

Reprezentatív AP-k (A), amelyeket kontroll körülmények között (fekete), a TRPM4 
inhibitor 10 μM CBA jelenlétében (piros) és a CBA kimosása után (zöld) rögzítettünk. Az AP-k 
kezdeti része (B) és terminális repolarizációja (C) nagyítva. A (B) panel görbéinek első deriváltja 
(D), amely a depolarizáció és a korai repolarizáció (1. fázis) maximális sebességeit (V+

max), illetve 
(VPhmax) szemlélteti. A (C) panel görbéinek első deriváltja (E), amely a késői repolarizáció 
maximális sebességét (V-

max) mutatja. A (B) és (D) panelen a jobb láthatóság érdekében 15 és 
18 ms között az ingerlési artefaktumokat és azok deriváltját csökkentettük. 
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A CBA jelenlétében az AP időtartamának rövidülésére minden vizsgált repolarizációs 

szinten mutatkozott tendencia. Az AP időtartama (APD) az AP csúcstól a repolarizáció 50, 75 és 

90 %-áig (rendre APD50, APD75 és APD90) az alábbiak szerint csökkent CBA jelenlétében: APD50: 

214,7 ± 22,3 ms versus 191,9 ± 18,2 ms (p = 0,09); APD75: 254,2 ± 21,2 ms versus 229,0 ± 

17,4 ms (p = 0,07); APD90: 266,8 ± 21,0 ms versus 241,1 ± 17,0 ms (p = 0,07). A CBA jelentősen 

és szignifikáns mértékben csökkentette a depolarizáció maximális sebességét (V+
max: 133,2 ± 

12,9 V/s versus 113,1 ± 13,6 V/s). A korai repolarizáció maximális sebessége szintén szignifikáns 

mértékben csökkent CBA-ban (VPh1max: -5,1 ± 1,2 V/s versus -3,9 ± 1,0 V/s); az APA értéke 

azonban szignifikáns mértékben nőtt (114,7 ± 1,8 mV versus 117,6 ± 1,4 mV) (11. A-D ábra).  

 11. ábra A CBA hatása az akciós potenciál paramétereire. 

Az AP paramétereket bemutató diagramok kontroll körülmények között (BTY, fekete), 
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CBA jelenlétében (10 μM, piros) és a CBA kimosása után (zöld). 6 állatból származó 8 sejtben 
mért repolarizáció 90 %-ánál mért akciós potenciál időtartam (A), akciós potenciál amplitúdó 
(APA) (B), depolarizáció maximális sebesség (V+

max) (C) és korai repolarizáció maximális 
sebesség (VPh1max) paraméterek átlag ± SEM értékei. (E) Ugyanezen négy paraméter kontroll 
körülményekre normalizálva átlag ± SEM értékei a CBA jelenlétében (piros oszlopok) és a CBA 
kimosása után (zöld oszlopok). A csillagok a kontrollhoz képest statisztikailag szignifikáns 
különbségeket jelzik. 

Az APD75 és az APD90 esetében a statisztikai szignifikanciát csak az abszolút értékek 

normalizálása után értük el. Az APD75 91,0 ± 3,6 %-ra, az APD90 pedig 91,3 ± 3,4 %-ra csökkent 

a CBA jelenlétében (11.E ábra). Kimosáskor a CBA szinte minden fent említett hatása reverzibilis 

volt (11. ábra), az egyetlen kivétel a depolarizáció maximális sebessége volt, a V+
max 114,9 ± 10,4 

V/s maradt a kimosás után. 

5.3. A CBA hatása a repolarizáció rövid távú variabilitására 

A kamrai repolarizáció rövid távú variabilitásának elemzését ugyanezen nyolc vizsgált 

sejtben végeztük el. Az APD90 a szív AP-k időtartamának közelítésére szolgált, abból számoltunk 

a módszereknél leírtak szerint SV és relatív SV értékeket. A 12.A ábrán látható reprezentatív 

Poincaré-diagram az AP-k reverzibilis rövidülését mutatja 10 μM CBA jelenlétében. Az SV értéke 

(12.B ábra) szignifikánsan kisebb, mintegy 27 %-kal alacsonyabb volt a CBA-ban a kontroll 

körülményekhez képest (4,8 ± 0,9 ms versus 3,2 ± 0,4 ms). Ez a csökkenés reverzibilis volt (SV a 

kimosás után: 4,2 ± 0,9 ms). Mivel az SV értéke magától az APD-től függ, ezért az SV értékeket 

a megfelelő APD értékek függvényében ábrázoltuk, hogy szemléltessük a CBA hatását és annak 

reverzibilitását (12.C ábra). Továbbá, az egymást követő APD90 értékek különbségeinek szórását 

bemutató kumulatív eloszlási görbe a CBA jelenlétében reverzibilis módon eltolódott a kisebb 

APD különbségek felé (12.D ábra). 
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12. ábra A kamrai repolarizáció rövid távú variabilitása. 

(A) Egy reprezentatív kísérlet Poincaré-diagramja, amely az egymást követő APD90 
értékeket mutatja kontroll körülmények között (fekete négyzetek), 10 μM CBA jelenlétében 
(piros teli körök) és a CBA kimosása után (zöld háromszögek). (B) A kamrai repolarizáció rövid 
távú variabilitásának (SV) átlag ± SEM értékei, amelyeket 6 állatból izolált 8 sejtben kaptunk. 
(C) Az SV átlag ± SEM értékei az APD90 értékek átlag ± SEM értékeinek függvényében. (D) 6 
állatból származó 8 mérésből készített, egymást követő APD90 különbségek teljes valószínűsége 
kontroll (fekete), CBA (piros) és kimosás utáni (zöld) körülmények között. A csillagok 
statisztikailag szignifikáns különbségeket mutatnak a BTY-hez képest.  
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5.4. Az APVC technikával mért CBA-érzékeny áram  

Ezt követően meg akartunk bizonyosodni arról, hogy a CBA szelektív a TRPM4-re, vagyis 

a megfigyelt hatások nem a TRPM4-től eltérő ionáramok CBA általi befolyásolása miatt jöttek 

létre. Ezért teljes sejtes patch-clamp méréseket végeztünk 10 mM BAPTA-t tartalmazó belső 

oldattal. A BAPTA puffereli az intracelluláris Ca2+ tartalmat és így megakadályozható a TRPM4-

csatornák aktiválódása. Kísérleteinkben a CBA alkalmazását csak akkor kezdtük meg, ha 

meggyőződtünk a BAPTA alkalmazásra jellemző AP nyúlásról.  

A CBA-érzékeny áramokat (ICBA) három állatból izolált öt egyedi sejtben mértük és 

normalizáltuk a sejtkapacitásra a Módszerek 4.5. pontban leírtak szerint. Az ICBA rövid kifelé 

irányuló komponenssel rendelkezett az AP korai repolarizációs fázisában (13.E ábra) és egy 

sokkal hosszabb befelé irányuló komponenssel az AP további részében (13.B ábra). Az áramok 

részletes elemzését a 2. táblázat foglalja össze, ahol az IKimosás árammérések eredményei (10 

μM CBA kimosása után rögzített áramgörbe kivonása a kontroll körülmények között (Tyrode-

oldatban) mért áramgörbéből) is szerepelnek.  

Az egyik sejt esetében a befelé irányuló csúcs sokkal később jelentkezett (ICBA és az 

IKimosás esetében az AP csúcspontja után 141, illetve 145 ms-mal), mint a többinél, ezért azt 

kizártuk az átlagolásból. A CBA hatása reverzibilis volt (13.C és 13.F ábra), amint azt az ICBA és az 

IKimosás közötti statisztikai szignifikancia jelzi bizonyos paramétereknél (2. táblázat). A 

reverzibilitást a CBA legtöbb, hagyományos mikroelektródákkal rögzített AP paraméter kapcsán 

is tapasztaltuk (10-12. ábra). 
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13. ábra Akciós potenciál feszültség-zár mérésekkel rögzített CBA-érzékeny áram. 

(A) A stimulációhoz használt feszültség parancsjel (kanonikus AP). (B) A 3 állatból izolált 
5 sejtben kapott CBA-érzékeny áramsűrűség átlaga (folytonos piros vonal) ± SEM (szaggatott 
vonalak). (C) A CBA kimosása után a kezdeti 5 sejtből 4-ben mért áramsűrűségek átlaga 
(folytonos zöld vonal) ± SEM (szaggatott vonalak). (D-F) A megfelelő bal oldali panelek 15 és 30 
ms közötti részei kinagyítva.  
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 ICBA IKimosás 

*Korai kifelé irányuló csúcsáram denzitás (pA/pF) 
1,38 ± 0,32 

(n=5) 

0,16 ± 0,06 

(n=4) 

Korai kifelé irányuló áramcsúcs ideje az AP csúcstól mérve (ms) 
2,33 ± 0,48 

(n=5) 

3,49 ± 0,47 

(n=4) 

A kifelé irányuló komponens által szállított töltés (fC/pF) 
3,94 ± 1,58 

(n=5) 

0,54 ± 0,22 

(n=4) 

*Befelé irányuló csúcsáram denzitás (pA/pF) 
-0,53 ± 0,06 

(n=5) 

-0,25 ± 0,07 

(n=4) 

Befelé irányuló áramcsúcs ideje az AP csúcstól mérve (ms) 
11,73 ± 0,67 

(n=4) 

9,41 ± 3,34 

(n=3) 

*A befelé irányuló komponens által szállított töltés (fC/pF) 
-55,33 ± 11,42 

(n=5) 

-19,68 ± 9,03 

(n=4) 

*A befelé irányuló áramdenzitás a Plató50-nél mérve (pA/pF) 
-0,35 ± 0,07 

(n=5) 

-0,13 ± 0,09 

(n=4) 

2. táblázat A CBA- és a kimosás szenzitív áram paraméterei APVC-kísérletekben. 

Az adott paraméterek ICBA és IKimosás értékei közötti szignifikáns különbségeket a 
paraméter neve előtt csillaggal jelöltük. 

5.5. A CBA hatása a repolarizáció ionáramaira 

Az APVC-kísérletek eredményei azt sugallták, hogy a CBA a TRPM4-en kívül más 

ioncsatornákat is befolyásol. A CBA-érzékeny áramprofil alapján a CBA által kiváltott gátlás 

lehetséges célpontjai a tranziens kifelé irányuló K+ áram (Ito) és az L-típusú Ca2+ áram (ICa,L). Ezért 

ezeket az ionáramokat hagyományos feszültség-zár technikával külön-külön is megvizsgáltuk. 

Az 5.4. szakaszban bemutatott APVC kísérleteinkhez hasonlóan BAPTA-tartalmú belső oldatot 

használtunk a TRPM4-csatornák aktiválódásának megakadályozására. 

Az Ito áramokat 1 μM nisoldipin és 1 μM E4031 jelenlétében rögzítettük, hogy blokkoljuk 

az ICa,L és a késői egyenirányító K+ áram gyors komponensét (IKr). Az Ito áramot 10 kHz-es 

mintavételezéssel, -80 mV-os tartópotenciálról 200 ms hosszúságú, +60 mV-ra történő 

depolarizációval aktiváltuk 0,2 Hz-es ingerlési frekvencia mellett. A depolarizáció előtt 5 ms-

ig -40 mV-ra történő előimpulzust alkalmaztunk a gyors Na+ áram aktiválása, majd inaktiválása 

érdekében. Az Ito amplitúdót az áramcsúcs és a fenntartott komponens közötti különbségként 
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mértük. A CBA 20,4 ± 6,2 %-kal csökkentette az Ito amplitúdót (16,0 ± 1,8 pA/pF áramsűrűségről 

12,5 ± 1,4 pA/pF-re) az öt állatból izolált hét vizsgált sejten (14. A-B ábrák). Ez a gátló hatás 

teljesen reverzibilis volt (kimosás utáni áramsűrűség: 15,9 ± 2,0 pA/pF).  

Az ICa,L mérések során a külső Tyrode-oldat 1 μM E4031-et és 1 μM HMR1556-ot 

tartalmazott az IKr és a késői egyenirányító K+ áram lassú komponensének (IKs) blokkolására, 

valamint 3 mM 4-AP-t az Ito blokkolására. Az ICa,L aktiválását 400 ms hosszúságú, +5 mV-ra 

történő depolarizációval értük el, amely a -80 mV-os tartópotenciálról az Ito-nál szereplővel 

megegyező ingerlési frekvencia és mintavételezés mellett. A tesztimpulzust rövid (20 ms) 

depolarizáció előzte meg -40 mV-ra, hogy aktiváljuk, majd inaktiváljuk a gyors Na+ áramot. Az 

ICa,L amplitúdót az áramcsúcs és a fenntartott komponens közötti különbségként mértük. A CBA 

nem volt hatással a sejtkapacitásra normalizált áramamplitúdóra (kontrollban -9,4 ± 0,6 pA/pF, 

CBA jelenlétében pedig -9,3 ± 0,8 pA/pF) a négy állatból nyert nyolc sejtben mérve (14. C-D 

ábrák).  

Tekintettel arra, hogy a CBA nem befolyásolta az ICa,L áramot, az ICBA esetében tapasztalt 

inward áram a késői nátriumáram (INa,L) CBA általi gátlásának lehetett a következménye. Az INa,L 

mérések során a Tyrode-oldat 1 μM nisoldipint, 100 nM dofetilidet és 100 μM chromanol-293B-

t tartalmazott a Ca2+ és K+-áramok gátlásához. A -120 mV-os tartópotenciálról indított, 2 s 

hosszú -20 mV-ra történő tesztimpulzusokat 0,2 Hz-es ingerlési frekvenciával és 5 kHz-es 

mintavételezéssel alkalmaztuk. Az INa,L-t 20 μM TTX érzékeny áramként határoztuk meg, 

amplitúdóját pedig az impulzus kezdete után 50 ms-mal olvastuk le. Az áramintegrál 

meghatározásánál a kezdeti 20 ms-ot kizártuk az értékelésből, annak érdekében, hogy 

minimalizáljuk a korai nátrium áramcsúcsnak az integrálhoz való hozzájárulását. A CBA 47,3 ± 

7,0 %-kal csökkentette az INa,L értékét az öt állatból izolált kilenc vizsgált sejtben (-0,70 ± 0,12 

pA/pF és -0,33 ± 0,07 pA/pF) (14. E-F ábrák). Ez a gátló hatás nagyrészt reverzibilis volt 

(kimosása után -0,56 ± 0,08 pA/pF áramsűrűség). Hasonló eredményeket kaptunk, amikor az 

INa,L integrálját határoztuk meg (a teljes töltés értékei rendre -160,9 ± 36,1, -60,0 ± 16,6 és -

117,8 ± 21,1 mC/F voltak, kontrollban, CBA jelenlétében, illetve annak kimosása után). 

Az IK1-et 50 μM BaCl2-érzékeny áramként definiáltuk, amit egy 300 ms hosszú, 0 mV-

tól -135 mV-ig tartó rámpa-protokollal mértünk. A CBA nem befolyásolta a négy állatból nyert 

hét vizsgált sejtben az IK1-et (2,09 ± 0,33 pA/pF és 2,11 ± 0,36 pA/pF áramsűrűség értékek -50 

mV-on mérve kontrollban és CBA jelenlétében) (14. G-H ábrák). A CBA kimosása után az 

áramsűrűség 2,29 ± 0,44 pA/pF volt. 
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14. ábra A CBA hatása a hagyományos feszültség clamp technikával mért ionáramokra. 

Kontroll körülmények között (fekete), CBA jelenlétében (10 μM, piros) és a CBA kimosása 
után (zöld) felvett áramgörbék. (A) Reprezentatív Ito áramok. (B) Az áramsűrűség értékek átlag 
± SEM értékei 5 állatból származó 7 vizsgált sejten. (C) Reprezentatív ICa,L áramok. (D) 4 állatból 
származó 8 vizsgált sejtben kapott ICa,L áramsűrűség értékek átlaga ± SEM értékei. (E) 
Reprezentatív TTX-érzékeny (INa,L) áramok. (F) 5 állatból származó 9 vizsgált sejtben kapott INa,L 
áramsűrűség értékek átlaga ± SEM értékei. (G) Reprezentatív BaCl2-érzékeny (IK1) áramok. (H) 4 
állatból származó 7 vizsgált sejtben kapott IK1 áramsűrűség értékek átlaga ± SEM értékei. A 
csillagok a kontrollhoz képest statisztikailag szignifikáns különbségeket mutatnak. 
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5.6. 1 µM ABT-333 megnyújtotta a bal kamrai akciós potenciált 

Először a kutyák bal kamrai sejtjeit 1 µM ABT-333-mal perfundáltuk. Ezen kísérletek 

során az ABT-333 perfúziója 15 percig tartott, amelyet 20 perces kimosás követett. Az ABT-333 

perfúzió előtt rögzített utolsó tíz akciós potenciált tekintettük kontrollnak és elemzett 

paramétereiket átlagoltuk: bikarbonát puffert tartalmazó Tyrode-oldat (BTY). Az ABT-333 

hatásának a kimosás előtti utolsó tíz AP átlagát tekintettük, míg a 20 perces kimosást követő tíz 

AP átlagát Kimosásként jelöltük. 

Az 1 µM koncentrációban alkalmazott ABT-333 növelte a bal kamrai sejtek AP 

időtartamát 258,3 ± 15,4 ms-ról 277,4 ± 15,3 ms-ra (15. A, B ábra), ami 7,84 ± 3,09 %-os 

növekedést eredményezett az AP időtartamában az AP csúcstól a repolarizáció 90 %-áig 

(APD90). Az AP megnyúlás nem volt statisztikailag szignifikáns az APD50 esetében (p = 0,08), de 

a megnyúlási tendencia kimosásra reverzibilis volt, csakúgy, mint az ABT-333 által kiváltott 

APD90 növekedés. Az ABT-333 szignifikánsan, de nem reverzibilis módon csökkentette a 0. fázis 

(15. C ábra) és az 1. fázis maximális sebességét (VPh1max, 15. D ábra) a kontroll 82,8 ± 5,1 illetve 

51,6 ± 11,3 %-ára. Más AP paraméterek, mint például az APA, az APD50 és az APD90, az OSP, az 

RMP, a Plató20 és Plató50 amplitúdók, valamint a V-
max értékei nem változtak (3. táblázat).  

Egészséges önkénteseken végzett vizsgálatok alapján az ABT-333 terápia során 

alkalmazott dózissal az elérhető maximális ABT-333 plazmakoncentráció értéke 1 nM. Mivel az 

általunk vizsgált koncentrációk egy nagyságrenddel magasabbak, mint a gyógyszeres kezelés 

során elérhető plazmakoncentráció, így az ABT-333 terápiás koncentrációjának (1 nM) akciós 

potenciálra gyakorolt hatásait is vizsgáltuk, melynek eredményeit a 4. táblázat foglalja össze. 

Vizsgálataink alapján az 1 nM terápiás koncentráció az AP semmilyen paraméterére nincs 

szignifikáns hatással (4. táblázat). 
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15. ábra Az 1 µM ABT-333 hatása a bal kamrai AP-re. 

(A) Reprezentatív akciós potenciálok. A fekete görbe a BTY-ben (kontroll) mért AP, a piros 
1 µM ABT-333 jelenlétében, míg a szürke a kimosás után mért AP. (B-D) Az AP paramétereket 
bemutató diagramok kontroll állapotban (BTY, fekete), ABT-333 jelenlétében (1 µM, piros) és az 
ABT-333 kimosása után (szürke), ahol a teli rombusz szimbólumok az egyedi értékeket, a körök 
az átlagokat, a vonalak pedig a ± SEM értékeket mutatják. (B) A repolarizáció 90 %-ánál mért 
akciós potenciál időtartam (APD90), (C) a depolarizáció maximális sebesség (V+

max) és (D) a korai 
repolarizáció maximális sebesség (VPh1max) értékei, amelyeket 4 állatból izolált 8 vizsgált 
sejtben kaptunk. A csillagok a kontrolltól való statisztikailag szignifikáns különbséget jelzik (p < 
0,05). 
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3. táblázat Az 1 µM ABT-333-mal kapott AP paraméterek. 

A vastag betűvel szedett értékek szignifikáns különbséget jeleznek a BTY-hez (kontroll) 
képest (p < 0,05). Az adatok 4 állatból származó 8 sejt átlaga ± SEM. 

4. táblázat 1 nM ABT-333-mal kapott AP paraméterek 

Paraméter BTY (Kontroll) 1 μM ABT-333 Kimosás 

APA (mV) 108,9 ± 2,5 106,4 ± 3,0 105,7 ± 3,6 

APD50 (ms) 220,0 ± 13,1 236,7 ± 13,3 225,5 ± 15,0 

APD90 (ms) 258,3 ± 15,4 277,4 ± 15,3 264,2 ± 17,5 

APD50/APD90 0,85 ± 0,01 0,85 ± 0,01 0,85 ± 0,01 

OSP (mV) 17,6 ± 2,0 13,7 ± 3,0 12,0 ± 3,4 

VPh1max (V/s) −4,00 ± 1,28 −1,79 ± 0,67 −1,29 ± 0,50 

Plató20 amplitúdó (mV) 106,6 ± 1,9 107,3 ± 2,4 107,0 ± 2,5 

Plató50 amplitúdó (mV) 90,0 ± 2,0 89,1 ± 2,3 89,2 ± 2,5 

RMP (mV) −81,2 ± 1,4 −82,6 ± 1,6 −83,7 ± 1,3 

V+
max (V/s) 185,6 ± 12,6 151,0 ± 9,9 141,4 ± 9,6 

V−
max (V/s) −1,72 ± 0,08 −1,64 ± 0,07 −1,65 ± 0,08 

Paraméter BTY (Kontroll) 1 nM ABT-333 Kimosás 

APA (mV) 121,5 ± 1,6  117,4 ± 4,5  120,7 ± 5,1 

APD50 (ms) 168,7 ± 12,7  157,0 ± 11,2  142,7 ± 27,2 

APD90 (ms) 230,4 ± 11,7  220,9 ± 11,5  209 6 ± 27,8 

APD50/APD90 0,73 ± 0,02  0,71 ± 0,02  0,67 ± 0,04 

OSP (mV) 32, 8 ± 1,0  29,1 ± 2,2  28,2 ± 4,7 

VPh1max (V/s) −10,80 ± 3,55  −9,18 ± 2,82  −6,95 ± 3,28 

Plató20 amplitúdó (mV) 98,4 ± 1,3  95,2 ± 3,0  93,1 ± 5,2 

Plató50 amplitúdó (mV) 80,8 ± 1,8  77,1 ± 3,1  74,8 ± 5,0 

RMP (mV) −82,7 ± 1,4  −82,3 ± 3,2  −88,5 ± 2,2 

V+
max (V/s) 305,8 ± 15,1  253,9 ± 22,6  258,8 ± 14,5 

V−
max (V/s) −1,25 ± 0,12  −1,19 ± 0,15  −1,13 ± 0,11 
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Az adatok átlag ± SEM értékek amelyeket 2 állatból nyert 5 sejten mértünk Kontrollban 
és ABT 333 jelenlétében, valamint 1 állatból nyert 3 sejten a Kimosás alatt. 

5.7. Az ABT-333 koncentrációfüggő hatása a kamrai akciós potenciál paraméterekre 

Miután kimutattuk a kutya bal kamrai AP 1 µM ABT-333 által kiváltott megnyúlását, a 

magasabb ABT-333 koncentrációk hatását kumulatív módon ellenőriztük, koncentrációnként 5 

perces, 1 és 30 µM közötti, növekvő ABT-333 perfúziójával. A magasabb ABT-333 koncentrációk 

jelenlétében gyakran észleltünk korai utódepolarizációt (EAD). E kísérletek AP paramétereit az 

5. táblázat foglalja össze. 

5. táblázat Az ABT-333 növekvő koncentrációjával rögzített AP paraméterek. 

A vastag betűvel szedett értékek szignifikáns különbséget jeleznek a BTY-hez (kontroll) 
képest (p < 0,05). Az adatok 7 állat 10 sejtjének ± SEM átlaga, kivéve a 30 µM ABT-333 esetében, 
ahol kevesebb, 6 állat 7 sejtjének eredményei láthatóak. 

Az ABT-333 növekvő koncentrációban alkalmazva megnyújtotta a bal kamrai sejtek AP-

ját (16. ábra), ami 8,1 ± 2,7; 26,3 ± 5,9; 37,6 ± 7,6 valamint 54,3 ± 15,2 %-os növekedést 

eredményezett az APD50 értékekben 1, 3, 10 és 30 µM alkalmazás esetén (16. C ábra). 

Paraméter 
BTY 

(Kontroll) 
ABT-333 
(1 μM) 

ABT-333 
(3 μM) 

ABT-333 
(10 μM) 

ABT-333 
(30 μM) 

APA (mV) 115,9 ± 2,5 115,6 ± 2,4 117,0 ± 2,6 117,5 ± 2,5 115,9 ± 1,6 

APD50 (ms) 198,8 ± 14,4 213,8 ± 14,2 252,2 ± 22,5 273,9 ± 25,3 284,3 ± 29,4 

APD90 (ms) 223,8 ± 14,9 238,6 ± 13,6 281,7 ± 21,7 317,4 ± 26,5 317,5 ± 28,7 

APD50/APD90 0,80 ± 0,01 0,79 ± 0,02 0,81 ± 0,01 0,78 ± 0,02 0,77 ± 0,02 

OSP (mV) 32,6 ± 2,7 31,3 ± 2,9 31,9 ± 2,9 33,3 ± 2,7 32,7 ± 2,5 

VPh1max (V/s) −7,44 ± 1,47 −6,69 ± 1,40 −5,99 ± 1,37 −4,21 ± 1,01 −3,63 ± 1,15 

Plató20 amplitúdó (mV) 102,3 ± 1,2 103,4 ± 1,5 106,8 ± 1,8 108,6 ± 2,2 110,7 ± 1,9 

Plató50 amplitúdó (mV) 84,9 ± 1,2 84,5 ± 2,2 86,3 ± 1,5 84,4 ± 2,6 83,6 ± 2,5 

RMP (mV) −81,3 ± 1,2 −82,3 ± 1,6 −83,0 ± 1,1 −82,2 ± 1,2 −83,1 ± 1,8 

V+
max (V/s) 189,6 ± 22,6 169,5 ± 18,0 167,4 ± 15,1 152,4 ± 14,3 123,5 ± 21,0 

V−
max (V/s) −1,78 ± 0,08 −1,71 ± 0,09 −1,69 ± 0,07 −1,53 ± 0,07 −1,42 ± 0,09 
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Hasonlóképpen, az ABT- 333 7,4 ± 2,9; 26,2 ± 6,0; 42,6 ± 8,6; valamint 52,6 ± 13,6 %-kal 

növelte az APD90 értékeket 1, 3, 10 és 30 µM koncentrációban (16. D ábra). A magasabb ABT-

333 koncentrációk (3-30 µM) szintén növelték a korai platófázis magasságát, mivel a Plató20 

amplitúdó értékei enyhén, de szignifikánsan, 4,3 ± 0,7; 6,1 ± 1,7 valamint 9,2 ± 1,2 %-kal nőttek 

3, 10 és 30 µM koncentrációban (16. B ábra). Az ABT-333 csökkentette a depolarizáció (0. fázis; 

V+
max), a korai repolarizáció (VPh1max) és a terminális repolarizáció maximális sebességét (V-

max). 

Csak a 10 és 30 µM ABT-333 csökkentette szignifikáns mértékben a V+
max-ot (84,4 ± 6,2; illetve 

77,8 ± 10,9 %-a a kontrollnak). Magasabb ABT-333 koncentráció szintén csökkentette a V-
max 

értékekeit a kontroll 95,1 ± 0,9; 87,1 ± 4,2 és 84,4 ± 5,6 %-ára 3, 10 és 30 µM koncentrációban. 

Az ABT-333 az 1. fázis repolarizáció maximális sebességét 78,5 ± 6,3; 57,7 ± 6,8 valamint 40,0 ± 

8,3 %-ra csökkentette 3, 10 és 30 µM esetén. 

16. ábra Az 1-30 µM ABT-333 hatása a bal kamrai AP-re. 

(A) Reprezentatív akciós potenciálok. A fekete görbe a BTY-ben (kontroll) mért AP, a 
színkódoltak növekvő ABT-333 koncentráció jelenlétében. (B-D) Az AP paramétereket bemutató 
diagramok kontroll körülmények között (fekete) és ABT-333 jelenlétében (különböző 
koncentrációk színkódolással), ahol a teli rombusz szimbólumok az egyedi értékeket, a körök az 
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átlagokat, illetve a vonalak a ± SEM értékeket mutatják. (B) A korai platófázis amplitúdójának 
(Plató20 amplitúdó), (C) a repolarizáció 50 %-ánál mért akciós potenciál időtartamának (APD50), 
és (D) a repolarizáció 90 %-ánál mért akciós potenciál időtartamának (APD90) értékei, amelyeket 
7 állat 10 sejtjénél kaptunk, kivéve 30 µM ABT-333 esetén, ahol ez 6 állat 7 sejtje volt. A csillagok 
a kontrolltól való statisztikailag szignifikáns különbséget jelzik (p < 0,05). 

5.8. Korai utódepolarizációk kialakulása az ABT-333 jelenlétében 

Ahogy arról korábban már esett szó, ABT-333 jelenlétében bizonyos sejtekben EAD-ket 

mutattunk ki (17. ábra). Az EAD megjelenését attól a legalacsonyabb ABT-333 koncentrációtól 

kezdve állítottuk, amelyben az első EAD megjelent, még akkor is, ha később az EAD-k már nem 

alakultak ki at adott koncentrációjú ABT-333 jelenlétében. A kontrollban, sőt 1 µM ABT-333 

jelenlétében sem figyeltünk meg EAD-ket, de az ABT-333 magasabb koncentrációiban 

fokozatosan nőtt az EAD-ket kialakító sejtek aránya (17. B ábra). 

17. ábra EAD képződés ABT-333 jelenlétében. 

(A) 30 µM ABT-333 jelenlétében egymás után mért reprezentatív akciós potenciálok. A 
piros görbék EAD-ket tartalmazó AP-kat mutatnak. (B) Az ábra a 7 állatból nyert 10 vizsgált 
sejtből az EAD-ket kialakító sejtek százalékos arányát mutatja. 
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5.9. ABT-333-érzékeny áramprofil AP feszültség clamp technikával (APVC) 

Az ABT-333 által kiváltott AP megnyúlás és a V-
max csökkenése az IKr gátlására utal, mivel 

mindkét változás létrejöhet az IKr csökkenése esetén. Az ABT-333 által kiváltott VPh1max 

csökkenése pedig az Ito gátlásának lehet a következménye. Ezen hipotézis megerősítése 

érdekében 10 µM ABT-333 hatását rögzítettük az AP feszültség-zár technika során, kanonikus 

AP-t használva feszültség parancsjelként (18. A ábra). Ezekben a mérésekben az ABT-333-

érzékeny áramot úgy határoztuk meg, hogy az ABT-333 jelenlétében mért áramgörbét (kék 

görbe a 18. B ábrán) kivontuk az ABT-333 alkalmazása előtt rögzített áramgörbéből (fekete 

görbe a 18. B ábrán). Ezért az ABT-333-érzékeny áram tartalmazta mindazokat az ionáramokat, 

amelyeket az ABT-333 befolyásolt (18. C ábra).  

Az APVC technika sajátossága, hogy egy kifelé irányuló (pozitív) áram látható az ABT-

333-érzékeny áramon mind egy kifelé irányuló áram ABT-333 általi gátlása, mind pedig egy 

befelé irányuló áram ABT-333 általi növelése esetén. A 10 µM ABT-333-érzékeny áram a teljes 

AP alatt kifelé irányuló volt. Megfigyeltünk egy korai kifelé irányuló áramcsúcsot (19. B ábra), 

amelynek sűrűsége 2,76 ± 0,64 pA/pF volt és 2,90 ± 0,81 ms-mal követte a feszültség parancsjel 

AP VPh1max időpontját. A vizsgált sejtek saját AP-jának alakja alapján negatív korreláció volt a 

VPh1max értékek és a korai kifelé irányuló áramsűrűség csúcsértékek között (19. C ábra). A kifelé 

irányuló áram sűrűsége a feszültség parancsjel AP időtartamának felénél 0,89 ± 0,24 pA/pF-nak 

adódott. A terminális repolarizációnak megfelelő tartós kifelé irányuló áram végét (Iendsus) 

közvetlenül a nullára való visszatérés kezdete előtt mértük (a 19. B ábrán d-vel jelölve). Az Iendsus 

értéke 0,83 ± 0,16 pA/pF volt és a pozíciója 7,82 ± 1,64 ms-mal volt a kanonikus AP V-
max érték 

időpontja előtt. A mért sejtek saját AP-jának V-
max értékei és az Iendsus sűrűsége között nem volt 

korreláció (19.D ábra).  
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18. ábra Reprezentatív APVC kísérlet. 

(A) A kanonikus akciós potenciál, amelyet feszültség parancsjelként használtunk. (B) A 
kontrollban (BTY - fekete görbe) és 10 µM ABT-333 jelenlétében (kék görbe) felvett áramgörbék. 
(C) A 10 µM ABT-333-érzékeny áram, amelyet a B panel kék görbéjének a fekete görbéjéből való 
kivonásával készítettünk.  
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19. ábra ABT-333-érzékeny áram APVC körülmények között. 

(A) A kanonikus akciós potenciál, amelyet feszültség parancsjelként használtunk. (B) A 
10 µM ABT-333-érzékeny áram 7 sejten mért átlaga (piros görbe) ± SEM (fekete szaggatott 
vonalak). A korai kifelé irányuló csúcsot c jelöli, míg d a tartós kifelé irányuló áram végét (Iendsus). 
(C) A korai kifelé irányuló csúcsáram-sűrűség értékeinek (a B panelen c-vel jelölve) korrelációja 
a sejt saját AP-jának VPh1max értékével. (D) Az Iendsus értékek sűrűsége (a B panelen d-vel jelölve) 
és a sejt saját AP-jának V-

max értékei közötti összefüggés. 

5.10. Az ABT-333 idő- és koncentrációfüggő módon blokkolta az expresszált hERG csatornákat  

Az ABT-333 30 µM koncentrációban gátolta a hERG-áramot, amit egy 3 másodperces, 

+20 mV-ra történő depolarizációt követő −40 mV-ra történő repolarizációval vizsgáltunk (20. A 

ábra). A tartópotenciál -80 mV volt és az impulzusokat 30 másodpercenként alkalmaztuk. Az 

ABT-333 a hERG-áram csökkenését okozta mind +20, mind −40 mV-on. A +20 mV-nál monoton 

növekvő kontroll áram az ABT-333 jelenlétében csökkenő árammá változott, amelyet 

monoexponenciális függvénnyel illesztetve 0,87 ± 0,09 s időállandót eredményezett (20. B ábra, 

n = 5). A gátlás koncentrációfüggésének vizsgálatához 1, 3, 10 és 30 µM ABT-333-at 

alkalmaztunk. A megmaradó áramhányad értékek (RCF) 0,93 ± 0,04; 0,63 ± 0,05; 0,26 ± 0,04 és 
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0,15 ± 0,02 voltak (n ≥ 4 minden koncentráció esetén). A koncentráció-hatás görbe 3,2 µM 

félgátló koncentrációt (IC50) eredményezett (20 .C ábra).  

Az ABT-333 hatását a hERG-csatornák feszültségérzékelésére egy áram-feszültség 

protokollal vizsgáltuk, amely -50 mV-tól +50 mV-ig terjedő, 10 mV-onként emelkedő 

depolarizáló impulzusokból állt. A normalizált farokáram-csúcsokból létrehoztuk a kontroll 

oldat és a 30 µM ABT-333-mal perfundált mérések konduktancia-feszültség görbéit. Ezeket 

Boltzmann-egyenlettel illesztve a V1/2 értéke a kontroll oldat esetében 6,50 ± 1,03 mV volt. Az 

ABT-333 esetében a kis áramnagyság miatt a V1/2 érték megfelelő meghatározása nem volt 

lehetséges (20. D ábra, n = 3).  
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20. ábra Az ABT-333 hatása a HEK sejtekben kifejezett hERG csatornák áramára. 

((A) balra) Egy feszültség-zár módban rögzített reprezentatív áramgörbe kontroll 
oldatban (fekete görbe), 30 µM ABT-333 perfúziója mellett (kék görbe), emelt extracelluláris K+ 
koncentráció jelenlétében (piros görbe) és kimosás után (szürke görbe). ((A) jobbra) Az ABT-333 
jelenlétében mért áramgörbe nagyítva. ((B) balra) Az átlagolt és a kontroll oldatban mért 
csúcsáramra normalizált áramgörbék (n = 5). ((B) jobbra) A bal oldali kék görbe kinagyítva és az 
áramcsökkenés egyedi időállandóit bemutató kiegészítő ábra. (C) Az ABT-333 koncentráció-
válasz görbéje, amelyet az 1, 3, 10 és 30 µM koncentrációkra illesztettünk (n ≥ 4 minden 
koncentrációhoz). A görbe felett a reprezentatív farokáramok kontrollban (fekete) és az ABT-
333 adott koncentrációinál (kék). (D) Kontroll oldatban (fekete) és 30 µM ABT-333-ban (kék) 
mért adatokból számított G-V görbék (n = 3). A G-V görbe felett a feszültségprotokoll, valamint 
két reprezentatív mérés a farokáramokról kontroll állapotban (fekete görbék) és 30 µM ABT-
333 jelenlétében (kék görbék) látható. 

Mivel az ABT-333 időfüggő gátlást okozott (időállandó 0,87 ± 0,09 s (20. B. ábra)), 

megvizsgáltuk az ABT-333 lehetséges hatásait a hERG-csatorna kapuzási átmeneteire is (21. 

ábra). Az ABT-333 már 3 µM-os koncentrációban szignifikánsan csökkentette a deaktiválási 

időállandó arányát (τABT-333 / τKontroll = 0,46 ± 0,04, p = 0,0001), 30 µM ABT-333 perfúziója pedig 

az inaktiválási időállandó arányát csökkentette 0,78 ± 0,15-ra (átlag ± SEM). Ezek az 

eredmények azt sugallják, hogy az ABT-333 blokkolja a csatorna pórusát, főként a csatorna 

nyitott állapotában. 
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21. ábra Az ABT-333 hatása a hERG-csatorna kapuzási átmeneteire. 

(A) A deaktivációs (nyitott (O)  zárt (C) átmenet) kinetika reprezentatív mérése. Az 
alkalmazott feszültség protokoll felül látható, alatta pedig a protokoll pirossal kiemelt része 
alatt rögzített áramgörbe látható. A fekete áramgörbe a kontroll, a világoskék a hERG-áram 
1 nM ABT-333 jelenlétében. a sötétkék pedig a hERG-áram 3 µM ABT-333 jelenlétében. (B) A 
deaktiválási időállandók (balra) és a megmaradó áramhányad (RCF) 1 nM ABT-333 jelenlétében 
(jobbra). A bal y tengelyen a deaktiváiós időállandó aránya (τABT-333/τKontroll) van ábrázolva (piros 
és sárga oszlopdiagramok 1 nM, illetve 3 µM ABT-333 jelenlétében). A jobb y-tengelyen a 
megmaradó áramhányad (RCF) 1 nM ABT-333 jelenlétében (fehér sáv). (C) Az inaktivációs 
(nyitott (O)  inaktív (I) átmenet) kinetika reprezentatív mérése. Az alkalmazott feszültség 
protokoll felül látható, alatta pedig a protokoll pirossal kiemelt része alatt rögzített áramgörbe 
látható. A fekete áramgörbe a kontroll, a sötétkék pedig a hERG-áram 30 µM ABT-333 
jelenlétében. (D) Az inaktivációs időállandók aránya ABT-333 jelenlétében. Az y tengelyen az 
inaktiválás időállandójának aránya (τABT-333/τKontroll) látható (rózsaszín és piros oszlopok az 1 nM 
és 30 µM ABT 333 jelenlétében). Az ábra oszlopdigaramjain a sávok az átlag ± SEM értékeket 
jelzik, az adott számú kísérletekben (a fekete teli körök egy-egy kísérletet jelentenek), és a 
csillagok szignifikáns eltéréseket jeleznek (***p < 0,001). 
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6. Megbeszélés 

6.1. TRPM4 expresszió a kutyaszívben 

A TRPM4 számos szövetben, többek között a szívben is nagy mennyiségben 

expresszálódik32,38,160,161, de munkacsoportunk első ízben mutatta ki jelenlétét kutyaszívben. 

Több korábbi tanulmányban csak az mRNS szintű expressziót írták le6,162. Hasonlóan jelen volt 

a humán- és egérszívben160 továbbá patkányszívben is detektálták15,163. A TRPM4 fehérje 

kifejeződik HL-1 szívizomsejtek plazmamembránjában is164. Egészséges patkány kamrában a 

TRPM4 fehérje a plazmamembránban volt jelen5 és szarvasmarha szívben expressziója erősebb 

volt a pitvari izomzatban, mint a kamrai sejtekben4. Egerekben a TRPM4 expresszióját mind 

fehérje-, mind mRNS-szinten kimutatták pitvari és kamrai mintákon, valamint izolált kamrai 

sejteken is71. A TRPM4 mRNS jelen volt humán bal kamrai mintákban is161.  

A jelenlegi vizsgálatban egészséges kutyákból gyűjtöttünk szívmintákat. Korábban 

azonban a TRPM4 expressziójának növekedéséről számoltak be különböző patológiás 

állapotokban, például spontán hipertóniás patkányokban15, infarktusos egér bal kamrában165 

és humán NYHA 3-4-es stádiumú szívelégtelenségben szenvedő betegekben161. Bár a TRPM4 

expresszióban nem tudtunk szignifikáns különbségeket kimutatni a kutyaszív négy különböző 

üregének falából származó minták között, korábban patkányban a jobb kamrában hatszor 

magasabb expressziót írtak le a bal kamrához képest163. Ennek oka a fajok közötti fehérje 

expressziós különbség lehet. Bár a szívszövetben a sejtek túlnyomó többségét a kamrai sejtek 

teszik ki, a vizsgált minták más sejttípusokat is tartalmaznak, beleértve a fibroblasztokat, a 

simaizomzatot és az endothel sejteket.  

Az egyéb sejttípusok interferenciájának minimalizálása érdekében a TRPM4 

expresszióját közvetlenül az enzimatikusan izolált bal kamrai sejteken is meghatároztuk (a 9. 

ábra jobb szélső sávja és oszlopa). A TRPM4 expressziójában nem volt szignifikáns különbség a 

bal kamra izolált sejtjei és a teljes bal kamra falszövet között, ami arra utalhat, hogy a TRPM4 

jel forrása főként a kardiomiocitákból származik. Eredményeink összhangban vannak egy 

nemrégiben végzett vizsgálattal, ahol egér pitvari és kamrai mintákban, valamint izolált kamrai 

kardiomiocitákban azonos TRPM4 expressziót mutattak ki71. 

Összefoglalva, a TRPM4 fehérje expresszóját a kutyaszív mind a négy üregének falában, 

valamint az izolált bal kamrai kardiomiocitákban is kimutattuk. 
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6.2. A CBA hatása az akciós potenciál morfológiájára 

Az AP mérések során a hagyományos hegyes mikroelektróda technikát használtuk a 

TRPM4 inhibitor CBA hatásának vizsgálatára kutya bal kamrai szívizomsejteken. Ez a technika 

közelíti leginkább a fiziológiás állapotot, mert a vizsgált sejtek intracelluláris terének 

összetételét nem befolyásolja. Ennek köszönhetően, pl. a patch-clamp technika teljes-sejtes 

elrendezésével ellentétben sem az intracelluláris Ca2+ pufferelése, sem a sejtdialízist követő 

intrinsic citoszolikus Ca2+ pufferelés elvesztése nem következik be166. Ez különösen fontos, 

mivel a TRPM4-áramok gyorsan csökkennek, ha teljes sejtes patch-clamp vagy inside-out patch 

konfigurációval mérik őket40. 

Jelen vizsgálatban a CBA-t 10 μM-ban használtuk, ahol egy korábbi tanulmány szerint 

legalább 90 %-os a TRPM4-áram gátlása, de nem tapasztaltak jelentős hatást sem a hERG, sem 

az L-típusú kalciumcsatornákra92. Jelen vizsgálatunk az első eset, ahol a CBA hatását natív 

szívsejtekben vizsgálták - minden korábbi vizsgálatban vagy TRPM4 génkiütött állatokat, vagy 

más TRPM4-gátlókat, például 9-phenanthrolt használtak.  

Eredményeink azt mutatják, hogy a CBA reverzibilis módon csökkentette az 1. fázis 

meredekségét és növelte az akciós potenciál amplitúdóját (10-11. ábra). A depolarizáció 

maximális sebességének CBA által kiváltott csökkenése azonban nem volt visszafordítható. Csak 

tendenciózus volt az AP rövidülése, de az APD90 értékek normalizálása után, a kontroll 

körülmények között rögzített értékekhez képest kis mértékű (kb. 9 %), de szignifikáns 

csökkenést tapasztaltunk (10. E ábra). Ezek a változások vagy a CBA által közvetített TRPM4 

gátlás, vagy a CBA nem specifikus, a TRPM4-től eltérő ioncsatornákon kiváltott hatásai, vagy 

ezek kombinációja miatt következhetnek be. A TRPM4 gátlása által okozott lehetséges 

elektrofiziológiai változások feltételezéséhez el kell képzelnünk, hogyan nézhet ki a TRPM4 által 

közvetített áram a kamrai AP alatt. Ehhez figyelembe kell venni a TRPM4 Ca2+-függő 

aktiválódását16,17 és a monovalens kationok iránti szelektivitását6,38. 

A kamrai sejtekben a membránpotenciál és az intracelluláris Ca2+-koncentráció is 

dinamikusan változik a szívciklus során167. Ráadásul a Ca2+ koncentrációk jelentősen eltérnek a 

különböző sejtkompartmentekben. A Ca2+ csúcskoncentrációja megközelítőleg 600 nM-ig 

emelkedhet a citoplazmában, 6 μM-ig a szubszarkolemmális térben, de akár 10-50 μM-ig a 

szubmembrán hasadékban (a szarkolemmális Ca2+ belépési és a szarkoplazmatikus retikulum 

Ca2+-felszabadulási helyei közötti szűk tér)168,169. Ami a TRPM4 aktiválásához szükséges Ca2+ 
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koncentrációt illeti, az EC50 értékek az irodalomban igen változatosak és a kísérleti 

körülményektől függően 400 nM-tól38 egészen 1 mM-ig170 terjednek. A natív sinoatrialis és 

kamrai sejtekben a csatorna aktiválásához szükséges minimális Ca2+ koncentráció 0,1-1 μM 

között volt15,16,170, az EC50 pedig 10 μM volt patkány kamrai sejtekben15. Ezek alapján 

valószínűsíthető, hogy a TRPM4 valóban aktiválódhat a szív akciós potenciálja során a kalcium 

beáramlás és az azt követő Ca2+-felszabadulás révén. A legnagyobb aktiváció kevéssel az AP-

csúcs után és a korai platófázisban várható153, mivel a kalcium az AP-csúcs után a 

szubszarkolemmális térben néhány ms alatt, a szubmembrán hasadékban pedig még 

gyorsabban éri el maximális koncentrációját168.  

Abból kiindulva, hogy a TRPM4 mind a Na+, mind a K+ számára permeábilis (a Ca2+ 

számára viszont nem), áramának várható reverzálpotenciálja 0 mV körül van76. Ezek szerint a 

TRPM4 aktiválása várhatóan 0 mV felé mozdítja el a membránpotenciált, ami közvetlenül az AP 

csúcs után repolarizáló áramot eredményez. Ezért a CBA által kiváltott TRPM4 gátlás hatására 

az 1. fázis repolarizáció lassulása várható, ahogyan azt a kísérleteinkben is láttuk. 

A TRPM4 által közvetített áram viszont csökkentheti a plató potenciált a plató korai 

fázisában, amikor a membránpotenciál 0 mV-nál magasabb. Elméletileg minél pozitívabb a 

membránpotenciál, annál nagyobb lesz ez a csökkenés. Ezenkívül megemelheti a plató késői 

potenciálját, ha az áram ekkor még aktív, de a TRPM4-csatornák közelében a kalciumszintek 

vélhető nagyon gyors csökkenése alapján ez eléggé valószínűtlen. Ezért a TRPM4 CBA-val 

történő blokkolása várhatóan némileg megemeli a korai plató potenciált és talán kis mértékben 

csökkenti a késői plató membránpotenciált. Kísérleteinkben a plató potenciálját a CBA 

jelentősen nem változtatta meg (a kezdetben enyhén pozitív Plató50 potenciál körülbelül 2 mV-

os növekedése ellenére) (1. táblázat). Ez (1) a Plató50 közel 0 értékével magyarázható, vagy (2) 

arra utal, hogy az AP ezen későbbi fázisában a TRPM4 aktiválásához már nem elegendő a Ca2+ 

mennyisége, vagy (3) a CBA-nak a TRPM4-től eltérő, ebben a fázisban aktív csatornákra 

gyakorolt hatása is lehet. 

Elméletileg az AP időtartamának rövidülése várható a TRPM4 gátlásától, ahogyan azt a 

nyúl Purkinje rostokban egy másik TRPM4 blokkoló (30 μM 9-phenanthrol) jelenlétében76 és a 

TRPM4-et nem expresszáló egér pitvari sejtekben12,85 is megfigyelték. A mi eredményeink 

hasonlóak ezekhez, de csak az APD90 csökkenésének tendenciáját figyeltük meg (körülbelül 25 

ms) és ez csak az egyes vizsgált sejtek kezdeti APD90 értékeire való normalizálás után 

eredményezett szignifikáns mértékű és 9 %-os APD90 csökkenést (10. E ábra).  
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Nyúl kamrai sejtekben a TRPM4 30 μM 9-phenanthrollal történő gátlása azonban nem 

volt hatással az AP amplitúdóra és időtartamra, valamint a nyugalmi membránpotenciálra és a 

V+
max-ra76. A CBA hatása az AP amplitúdóra bár statisztikailag szignifikáns, de nagyon kicsi volt 

(3 mV vagy 2,5 %-os növekedés) (10. B és 10. E ábra). Ez a növekedés a túllövési potenciál nem 

szignifikáns növekedésének és a nyugalmi membránpotenciál nem szignifikáns csökkenésének 

összegéből adódhat. Az AP-csúcs alatti TRPM4-gátlástól ez várható, mivel a TRPM4-árama a 

membránpotenciált 0 mV felé mozdítaná, így ellensúlyozva a depolarizációt. Ha ezt a hatást a 

CBA csökkenti akkor a túllövési potenciál és/vagy az AP-amplitúdó növekedése várható.  

Ami a depolarizáció maximális sebességét illeti, annak CBA által kiváltott csökkenése a 

gyors Na+-áram gátlásának köszönhető, mivel a V+
max meglehetősen jó mérőszáma a Na+-áram 

sűrűségének171. A V+
max és az áramsűrűség közötti kapcsolat azonban nem lineáris, ezért a V+

max 

kis mértékű változása a gyors Na+-áram nagyobb mértékű csökkenésének köszönhető172. A CBA 

által kiváltott irreverzibilis V+
max csökkenés körülbelül 15 %-os volt, ami nem volt megfigyelhető 

egér kamrai izomzatban12. Egy nemrégiben végzett vizsgálatban a V+
max értéke kisebb volt a 

TRPM4 knockout egerek kamrai szívizomsejtjeiben, mint a vad típusú állatokéban71. A kisebb 

V+
max érték a Na+-áramcsúcs sűrűségének csökkenésével magyarázható, mivel az körülbelül 

30 %-kal kisebb volt a TRPM4 knockout egerekben71. Lehetséges, hogy a V+
max CBA által kiváltott 

csökkenése a mi vizsgálatunkban a Na+ csúcsáram csökkenését tükrözi, hiszen egy 

tanulmányban a TRPM4 deléciója a Nav1.5 funkcionális csökkenését okozta71. 

Munkacsoportunk 9-phenanthrollal173 végzett korábbi kísérleteinek eredményei 

összhangban vannak a CBA-val mért eredménnyel a V+
max és az 1. fázis meredekség 

tekintetében, mivel mindkét szer mindkét paramétert csökkentette. Ezzel szemben a CBA nem 

hatott a Plató50-re, ellentétben a 30 μM 9-phenanthrol általi csökkentéssel173. Hasonlóképpen 

a CBA és a 9-phenanthrol hatása az APD90 tekintetében is eltérő volt, mivel a CBA esetében 

rövidülő tendencia volt megfigyelhető, de 10 és 30 μM 9-phenanthrol esetében az APD 

csökkenése csak a sejtek kisebb hányadában volt jellemző, és átlagosan az AP megnyúlása volt 

megfigyelhető173. 

Úgy tűnik tehát, hogy a CBA és a 9-phenanthrol hasonló TRPM4-gátlása ellenére a kutya 

kamrai AP morfológiára gyakorolt hatásuk jelentősen különbözik. Ez valószínűleg az egyéb, nem 

TRPM4-csatornákra gyakorolt eltérő hatásuknak köszönhető. 

Összefoglalva, a TRPM4 gátlása várhatóan az APA növekedését, az 1. fázis repolarizáció 

lassulását, a plató potenciál enyhe változását (pozitív plató potenciálok esetén emelkedést, míg 
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negatív plató potenciálok esetén csökkenését) és az AP rövidülését eredményezi. 

Kísérleteinkben ezekhez hasonló, de a feltételezett hatásokkal nem teljesen egyező 

eredményeket tapasztaltunk: az APA kismértékű, de szignifikáns növekedését, az 1. fázis 

meredekségének csökkenését, a V+
max irreverzibilis csökkenését és az AP rövidülésének 

tendenciáját.  

6.3. A CBA hatása a repolarizáció rövid távú variabilitására 

A TRPM4-csatornák tranziens befelé irányuló áramot közvetíthetnek (mint a kalcium-

aktivált kloridáram és nátrium-kalcium csereáram), ami kalciummal túltöltődött sejtekben DAD 

kialakuláshoz vezet. Ezek szívritmuszavarokhoz vezethetnek a TdP típusú malignus kamrai 

tachyaritmia beindításával174.  

A TRPM4 gátlása valóban antiaritmiás lehet humán pitvari szívizomsejtekben és spontán 

hipertóniás patkányok kamrai sejtjeiben6,15. Hasonló eredményeket kaptak egérben is, mivel a 

9-phenanthrol dózisfüggő módon megszüntette a hipoxia és a reoxigenizáció által kiváltott 

korai utódepolarizációt13. A TRPM4 szívspecifikus overexpressziója egerekben erős terhelés és 

β-adrenerg stimuláció együttes alkalmazása esetén megnövelte az ektopiás kamrai ütések 

előfordulását175. Ez a megfigyelés rávilágít annak lehetőségére, hogy a TRPM4 valóban képes in 

vivo kalciummal-túltöltődött sejtekben DAD generálásra. Hasonlóképpen, egerekben a TRPM4 

részt vehet az aldoszteron által kiváltott pitvari aritmiákban67. Továbbá, a TRPM4 T160M 

polimorfizmusát (a KCNQ1 G219E mutációjával együtt) egy olyan családban találták meg, ahol 

a hordozókban hosszú QT-szindróma lépett fel176. Ezek alapján a TRPM4 a normál AP-időtartam 

fenntartásában is szerepet játszhat.  

Vizsgáltuk a CBA által kiváltott TRPM4 gátlás hatását a repolarizáció rövid távú 

variabilitására (SV). A variabilitás növekedése a European Heart Rhythm Association és a 

European Society of Cardiology Working Group on Cardiac Cellular Electrophysiology által 

közösen kialakított állásfoglalás szerint a szívritmuszavarok jó előrejelzője177. Az SV csökkentése 

antiaritmiás tulajdonságokkal bírhat. Mivel a TRPM4 CBA általi gátlása az SV reverzibilis 

csökkenését okozta, úgy tűnik, hogy a TRPM4-nek proaritmiás hatása van (12. A-C ábrák). Az 

egymást követő APD értékek nagymértékű, hirtelen változása (különösen, ha ez a teljes 

szívizomban nem egyenletes módon történik) hatékonyabban indukálhat szívritmuszavart178. 

Ezért az esetlegesen előforduló 1-1 rövid vagy hosszú AP-k könnyebb észlelése érdekében az 

egymást követő APD értékek különbségét tartományokba rendeztük és megjelenésük 
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valószínűségét ábrázoltuk (12. D ábra). A görbe CBA jelenlétében reverzibilisen balra tolódott, 

ami ismét alátámasztja a szívritmuszavar esélyének csökkenését. Ezek alapján úgy tűnik, hogy 

a natív TRPM4-áram hozzájárulhat a szívritmuszavarhoz, összhangban a korábbi vizsgálatokkal. 

Eredményeink azonban inkább a TRPM4-áram által közvetített SV növekedésen alapuló 

mechanizmusra utalnak, mint az EAD indukciójára, ahogy azt korábban kimutatták13. Meg kell 

említeni, hogy mivel a CBA a TRPM4-en kívül más ionáramokat is befolyásolhat (lásd a 

következő fejezetben), ezek is hozzájárulhatnak a CBA SV-re és relatív SV-re gyakorolt 

hatásához. Ezért az SV csökkenése mögött a CBA által gátolt Ito és INa,L állhat, mivel ez a két áram 

valószínűleg növeli az SV-t155. Ezzel párhuzamosan a TRPM4 által közvetített áram szerepe az 

SV növekedésében kisebb lehet. Mivel ezek a változások a CBA nem-TRPM4 ioncsatornákra 

kifejtett hatásai is lehetnek, ennek a lehetőségét hagyományos feszültség-zár mérésekkel 

teszteltük. 

6.4. A CBA APVC-vel és hagyományos feszültség-zár technikával mért hatásai  

A TRPM4-csatornák közvetlen gátlása mellett a CBA által kiváltott AP-morfológiai 

változásokat a vegyület nem specifikus hatásai is okozhatják. Például a V+
max csökkenése a Na+ 

csatornák gátlásának, az 1. fázis meredekség csökkenése és az APA növekedése az Ito gátlásának 

eredménye lehet. Emellett az AP rövidülésére való hajlam pedig az INa,L vagy az ICa,L gátlásának, 

vagy akár késői K+ áramok (IKr, IKs, esetleg IK1) aktiválásának következménye is lehet. 

Annak kizárására, hogy a CBA a TRPM4-en kívül más ioncsatornákon is hatna, a patch-

clamp technika teljes sejtes konfigurációját használtuk, ahol a TRPM4 aktiváció megelőzésére 

10 mM BAPTA formájában egy gyors kalcium kelátort alkalmaztunk. Ez a BAPTA koncentráció 

nemcsak az intracelluláris Ca2+-tranziens teljes megszüntetésére képes, hanem a 

szubszarkolemmális és valószínűleg a szubmembrán hasadék Ca2+-szintjének szisztolés 

emelkedésének megakadályozására is153,166. Ennek megfelelően, legalábbis artériás 

simaizomban 10 mM BAPTA csökkentette a Ca2+-szintet a mikrodoménekben és 

megakadályozta a TRPM4 aktiválódását166. Bár nem közvetlenül TRPM4-áram méréses, de más 

vizsgálatok is arra utalnak, hogy a BAPTA blokkolhatja a TRPM4-et179,180. Nyilvánvalóan meg kell 

említeni, hogy a BAPTA alkalmazása nem csak a TRPM4 aktiválódását akadályozza meg, hanem 

az összes Ca2+ érzékeny áramot befolyásolja, beleértve az L-típusú Ca2+ áramot (ahol a Ca2+-

függő inaktiválódása megszűnik, ami nagyobb áramot eredményez)181, a Ca2+-aktivált Cl- 

áramot (ahol az aktiválódás akadályozott)153, az IKs-t (ahol a csatorna egyébként is kismértékű 
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aktiválódása egy normál időtartamú AP alatt valószínűleg tovább csökken)100 és az INCX-et 

(amely BAPTA alkalmazásakor fordított üzemmódban működik, mely Ca2+ belépést és kifelé 

irányuló áramot eredményez)181. Ezek minden bizonnyal módosítják az egyes sejtek AP-jainak 

alakját, de ezt a méréseink során azzal küszöböltük ki, hogy ugyanazzal a kanonikus AP-vel 

ingereltünk minden sejtet. Tulajdonképpen a Ca2+-aktivált Cl- áram blokkolása és - az amúgy is 

meglehetősen kicsi - IKs csökkenése előnyös volt, mivel így a CBA nem volt képes ezeket 

módosítani a 10 mM BAPTA alkalmazásával végzett APVC kísérletek esetében. A hagyományos 

feszültségprotokollok során a vizsgált áramokat specifikus inhibitorok és feszültségimpulzusok 

alkalmazásával egyenként vizsgáltuk, tanulmányozva a CBA lehetséges hatását az adott áramra. 

Mint már említettem, a CBA-t csak azután alkalmaztuk, hogy megerősítettük a BAPTA 

AP alakjára gyakorolt hatását. A CBA-érzékeny áram korai, rövid, kifelé irányuló csúcsa a CBA 

által indukált, az 1. fázis alatt folyó tranziens kifelé irányuló áram gátlásának köszönhető (13. E 

ábra). Mivel a kalcium-aktivált kloridáram aktiválódását 10 mM BAPTA-val megakadályoztuk153, 

a gátolt áram csak a tranziens kifelé irányuló K+-áram lehet. Ezt meg is erősítettük hagyományos 

feszültség-zár protokollal megvizsgálva, ahol az összes többi fő áramot vagy inhibitorokkal 

gátoltuk (nisoldipin és E4031) vagy egy előimpulzussal inaktiváltuk (14. A-B ábra).  

Az Ito reverzibilis CBA általi gátlása magyarázhatja az APVC kísérletek CBA-érzékeny 

áramának kifelé irányuló komponensét. Ez pedig jól egybevág az AP mérésekben CBA által 

indukált 1. fázis meredekségének csökkenéssel és az AP amplitúdó enyhe növekedésével (10. 

ábra). A CBA-érzékeny áramban megfigyelhető hosszú befelé irányuló áram az L-típusú Ca2+-, 

vagy a késői nátriumáram CBA általi gátlásának lehet a következménye. A CBA által indukált INCX 

gátlás a fent említett erős Ca2+ pufferelés miatt valószínűtlen a mérésink során hiszen ilyenkor 

az INCX főként kifelé irányuló áramként lehet jelen. A CBA nem volt hatással az L-típusú Ca2+-

áramra (14. C-D ábra), ami összhangban van egy korábbi vizsgálattal92. A késői nátriumáramot 

azonban csökkentette a CBA (14. E-F ábra) amely hozzájárulhat az AP mérések során tapasztalt 

AP időtartam kis mértékű csökkenéséhez.  

Mint korábban említettem, a TRPM4 knockout egerekben kisebb Na+ áramcsúcsot 

figyeltek meg, de a késői nátriumáramot nem regisztrálták71. Mindazonáltal lehetséges, hogy a 

késői nátriumáram is nagyobb lehet a TRPM4 jelenlétében. Eredményeink alapján nem 

valószínű, hogy a CBA gátolná az AP-t alakító késői egyenirányító K+-áramokat (IKr és IKs), mivel 

ez kifelé irányuló áramokat eredményezne az APVC-vel mért CBA-érzékeny áramban a plató 

fázis alatt, különösen annak vége felé. Továbbá, ha ezeket az áramokat a CBA csökkentené, az 
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az AP-t megnyújtaná. Az IK1 szintén fontos szerepet játszik a terminális repolarizációban, de 

annak CBA-érzékenységét kizártuk (14. G-H ábrák). Ezzel összhangban az AP mérések során a 

CBA nem befolyásolta sem a nyugalmi membránpotenciál sem pedig a terminális repolarizáció 

maximális sebességének értékét. Ráadásul az APVC kísérletek során, ahol a BAPTA jelenléte 

miatt a TRPM4 nem aktiválódott, még valószínűbb lenne a CBA ezen nem specifikus gátló 

hatásainak megfigyelése. 

A CBA-érzékeny áramgörbéken nem volt megfigyelhető az IK1 gátlására utaló áramjel 

változás (a diasztole során detektálható kifelé irányuló áram), valamint az AP vége felé növekvő 

és csúcsértéket elérő kifelé irányuló áram sem (ami az IKr és az IK1 gátlására utalna). Mivel sem 

az AP-változások, sem a CBA-érzékeny áram nem utalt az IK1, az IKr és az IKs potenciális gátlására, 

az IKr és az IKs esetében a közvetlen árammérések hiányában is kizárhatjuk e három K+-áram CBA 

általi gátlását. A CBA hatásának elmaradása az IKr-re várható volt, mivel a szív hERG csatornákra 

(az IKr pórusképző alegysége) nem volt hatással a CBA, valamint 10 μM CBA hatására kevesebb, 

mint 5 %-os csökkenést észleltek a specifikus antagonista (dofetilid) kötődésében92.  

Összehasonlítva a 9-phenanthrollal végzett korábbi vizsgálatunkkal, megállapíthatjuk, 

hogy a CBA specifikusabb, mint a széles körben alkalmazott 9-phenanthrol, mivel a CBA “csak” 

az Ito és az INa,L áramot befolyásolta, míg a 9-phenanthrol az összes fő K+-áramot (Ito, IKr és IK1) 

csökkentette a TRPM4 gátlására használt koncentrációkban173. Bár sem a 9-phenanthrol, sem 

a CBA nem csökkentette az L-típusú Ca2+-áramot, a 9-phenanthrol egy extra áramot aktivált +10 

és +40 mV között173 tovább csökkentve a vegyület specificitását. 

6.5. 1 µM ABT-333 AP-ra kifejtett hatásai 

Először 1 µM ABT-333 kutya bal kamrai szívizomsejtek AP-jára gyakorolt hatását 

vizsgáltuk. Az APD90 jelentősen és reverzibilisen megnőtt, valószínűleg az ABT-333 feltételezett 

IKr gátló hatása miatt.  

Az IKr felelős a 3. fázis repolarizáció megindulásáért, de annak maximális sebessége (a V-

max értéke) elsősorban, de nem kizárólag a befelé egyenirányító káliumáram, az IK1 

áramsűrűségétől függ99.  

Az ABT-333 nem csökkentette a V-
max-ot 1 µM koncentrációban, ami arra utal, hogy nem 

gátolja az IK1-et. Az APD50/APD90 arányt gyakran használják az AP-trianguláció markereként. 

Minél kisebb az érték, annál háromszögletesebb az AP-k alakja, ami gyakran megfigyelhető az 

IK1 gátlása során. Mivel az APD50/APD90 arány nem változott jelentősen ABT-333 jelenlétében, 
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ez is megerősíti, hogy az ABT-333 nem gátolta az IK1-et.  

Az ABT-333 által kiváltott VPh1max és V+
max csökkenést a tranziens kifelé irányuló 

káliumáram (Ito) és a nátriumáram (INa) gátlása okozhatja. Ezek a hatások a 20 perces kimosás 

után is jelen voltak, ami felveti az ABT-333 által okozott irreverzibilis csatornagátlás 

lehetőségét. 

6.6. Az ABT-333 magasabb koncentrációinak hatása 

1 µM-nál magasabb koncentrációkban alkalmazott ABT-333 további változásokat 

okoztak az AP paraméterekben (16. ábra, 5. táblázat). Mind az APD50, mind az APD90 értékek, 

valamint a korai platófázis amplitúdója (Plató20 amplitúdó) koncentrációfüggő módon nőtt, ami 

ismét arra utal, hogy az ABT-333 csökkentette az IKr-t.  

A VPh1max és V+
max értékek szintén csökkentek az ABT-333 jelenlétében. Ezek a 

megfigyelések felvetik az Ito és az INa gátlásának lehetőségét az IKr blokkolásán kívül. Az ABT-333 

nagyobb koncentrációinál EAD-k jelentek meg, ami szintén az IKr gátlására utal, mivel az AP 

megnyúlása gyakran előzi meg EAD-k képződését. Egy számítógépes szimulációs vizsgálatban 

jelentős (több mint 90 %-os) IKr csökkenés volt szükséges az EAD kialakuláshoz118. Az APD 

növekedése azonban nem mindig az IKr gátlásának köszönhető, elvileg lehet a plató fázis alatti 

nátrium- vagy kalciumáramok növekedésének következménye is. Az előbbi valószínűleg 

kizárható, mivel az ABT-333 hatására észlelt V+
max csökkenés nem áll összhangban a nagyobb 

nátriumárammal. Az ABT-333 által okozott kalciumáram növekedés egy valószínűbb lehetőség, 

különösen mivel ez a korai plató potenciál emelkedéséhez vezetne, amit valóban észleltünk az 

ABT-333 alkalmazásakor (16. B ábra).  

Összegezve tehát, a főleg magasabb ABT-333 koncentrációkban tapasztalt EAD-k 

megjelenése a nagy mértékű IKr gátlás, vagy az IKr gátlás és az egyidejű kalciumáram növelés 

következménye. 

6.7. ABT-333-érzékeny áramprofil APVC-vel 

Az ABT-333 által kiváltott VPh1max csökkenés az Ito gátlására utalt az IKr gátláson felül. 

Ezt próbáltuk megerősíteni az APVC mérésekkel. Az ABT-333-érzékeny áram korai, kifelé 

irányuló csúcsának tulajdonságai nagyon hasonlóak voltak ahhoz, amit korábban az Ito gátló 4-

AP-vel99,182 mutattunk ki. 1 mM 4-AP az Ito körülbelül 70 %-át gátolja és körülbelül 3 pA/pF 

csúcsáramsűrűséget eredményezett (lásd az 1. ábrát Bányász és mtsai.99). 
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A disszertációban bemutatott ABT-333-érzékeny áram korai, kifelé irányuló csúcsának 

áramsűrűsége valamivel kisebb volt: 2,76 ± 0,64 pA/pF. Ennek oka lehet a kis Ito árammal 

rendelkező sejtek nagyobb arányú előfordulása. Ezenkívül az ABT-333-érzékeny áramcsúcs 

időpontja mindig a VPh1max időpontja után, de a parancspotenciál incisura legmélyebb pontja 

előtt volt. További bizonyíték arra, hogy az ABT-333 gátolhatja az Ito-t, az a sejtek saját AP-jainak 

VPh1max értékei és az ABT-333-érzékeny áramok korai áramcsúcs-sűrűség értékei közötti erős 

korreláció (19. C ábra). Továbbá a korai kifelé irányuló áram nagyon gyorsan lecsengett, 

hasonlóan a 4-AP-érzékeny áramhoz183. Az Ito tanulmányozására 100 µM chromanol-293B is 

használható, ahol az áram lecsengése kevésbé volt gyors184. Megjegyzendő, hogy az ABT-333-

érzékeny áram nem csökkent le közel nullára, mint ahogyan a 4-AP-érzékeny áram esetében 

megfigyelhető volt99. Ez az ABT-333-nak az AP korai platófázisa alatt aktív egyéb ioncsatornákra 

gyakorolt hatásával magyarázható. Eredmények alapján tehát úgy tűnik, hogy 10 µM ABT-333 

jelentősen gátolja az Ito-t.  

Az ABT-333-tól várt IKr gátló hatást APVC-vel is megerősítettük. Az Iendsus pozíciója 7,82 ± 

1,64 ms volt a parancspotenciál V-
max időpontját megelőzően, ami jó összhangban van a korábbi 

eredményekkel99,183. Az 1 µM E4031-érzékeny áram csúcsértéke körülbelül 0,6 pA/pF volt, ami 

valamivel kisebb, mint a jelenlegi vizsgálatban megfelelő helyen mért ABT-333-érzékeny 

áramsűrűség (kb. 0,8 pA/pF). Ennek oka az lehetett, hogy a jelenlegi vizsgálat sejtjeiben 

nagyobb IKr áramok voltak, mint a korábbi vizsgálatunkban (lásd a 2. ábrát Bányász és mtsai. 99), 

mivel az abban használt 1 µM E4031 az IKr kb. 80 %-át gátolja18, hasonlóan a hERG 10 µM ABT-

333 általi szintén kb. 80 %-os gátlásához (20. C ábra).  

Ezenkívül lehetséges, hogy az ABT-333-érzékeny áram az Ito és az IKr mellett egy aktivált 

kalciumáram-komponenst is tartalmaz, ahogy azt korábban is említettem. Ez az aktivált 

kalciumáram, ha még aktív a plató késői fázisában, hozzáadódhat az ABT-333-érzékeny áram 

késői csúcsértékéhez az IKr-en felül, ami magyarázhatja az E4031-érzékeny áramnál nagyobb 

ABT-333 érzékeny áram (Iendsus) értéket. Ez a lehetőség nyilvánvaló, ha megfigyeljük az Ito és az 

IKr áramgörbéit, mivel az Ito legkésőbb a plató fázis után 50 ms-mal nullára csökken, míg az IKr 

csak az AP csúcs után kb. 70-80 ms-mal kezd aktiválódni99. Az Ito azonban lassabban is 

lecsökkenhet184 és ezért hozzájárulhat az ABT-333-érzékeny áram kifelé irányuló 

komponensének fenntartásához a korai platófázisban (19. B ábra). Az ABT-333-érzékeny áram 

késői csúcsáért felelős lehet az ABT-333-indukált nátrium- vagy kalciumáram fokozódása is, 

mivel az kifelé irányuló áramként jelenik meg. A késői nátriumáram hozzájárulása azonban 
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valószínűtlen, mivel az ABT-333 csökkentette az AP V+
max értékét, ami a nátriumáram aktiválása 

ellen szól. 

6.8. A hERG-csatorna-áramok ABT-333-indukált csökkenése 

Az ABT-333 által kiváltott AP-paraméter változások, nevezetesen az APD50 és az APD90 

növekedése, főként arányuk megváltozása nélkül, valamint a V-
max csökkenése az IKr gátlására 

utalt. Ez várható volt az ABT-333-ban található metánszulfonamid csoport miatt. Ezenkívül az 

ABT-333-érzékeny áram a késői platófázisban is kifelé irányuló volt, ami szintén az IKr gátlására 

utal. Tekintettel arra, hogy az IKr áramért a hERG-csatornák felelősek, kísérleteket végeztünk a 

hERG-csatornákat stabilan expresszáló HEK-sejteken. Várakozásunknak megfelelőn, a hERG-

mediált áramot az ABT-333 koncentrációfüggő módon, 3,2 µM-os IC50 értékkel gátolta. 

Hasonlóan néhány AP paraméterhez, ahol az ABT-333 által kiváltott változások (részben) 

irreverzibilisek voltak kimosásra, a hERG-áram ABT-333 általi csökkentése sem volt teljesen 

visszafordítható. Sőt, az ABT-333 30 µM koncentrációban történő alkalmazása a depolarizáló 

impulzus során időfüggő gátlást okozott, amelynek időállandója 0,87 ± 0,09 s (20. B. ábra). Ez 

arra késztetett minket, hogy megvizsgáljuk az ABT-333 lehetséges hatásait a hERG-csatorna 

kapuzási átmeneteire (21. ábra). Ennek alapján 3 µM ABT-333 szignifikánsan csökkentette a 

deaktiválási időállandó arányát (τABT-333 / τKontroll = 0,46 ± 0,04, p = 0,0001), 30 µM ABT-333 

perfúziója pedig az inaktiválási időállandó arányát csökkentette 0,78 ± 0,15-ra (átlag ± SEM). 

Ezek az eredmények azt sugallják, hogy az ABT-333 blokkolja a csatorna pórusát, főként a 

csatorna nyitott állapotában. 

6.9. Orvosi relevancia 

Hipotézisünknek megfelelően az ABT-333 valóban blokkolta az IKr áramot. Ezt 

alátámasztotta (1) a kutya kamrai AP megnyúlása; (2) a terminális repolarizáció maximális 

sebességének csökkenése (V-
max csökkenés); (3) az ABT-333-érzékeny áram késői fázisának IKr-

szerű profiljának kimutatása APVC-vel; és (4) az expresszált hERG-csatornák, az IKr-ért felelős 

csatornafehérje áramának gátlása. Egy vegyület kettős hatást fejthet ki bizonyos 

ioncsatornákon, mint például a 2-APB esetében a TRPM7 csatornákon185, vagy a Ca2+-

felszabadulással aktivált Ca2+-áramért felelős csatornákon186. Ezenkívül számos IKr aktivátor, 

mint például az RPR260243187, NS1643188, NS3623189, ICA-105574190 és az A-935142191 nagy 

koncentrációban gátolta az IKr-t. Ebben a kísérletsorozatban 1-30 µM közötti ABT-333-at 
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használtunk, de tekintettel a terápiás ABT-333 dózis (1 nM) és az általunk vizsgált koncentrációk 

közötti nagy különbségre, az ABT-333 terápiás koncentrációját is vizsgáltuk (4.táblázat). 

Eredményeink alapján a terápiás dózis biztonságosnak mondható, az ABT-333 nem befolyásolja 

szignifikánsan a bal kamrai AP semelyik paraméterét. Összességében meglehetősen 

valószínűtlen, hogy az ABT-333 a vérplazmában 1 nM-nál magasabb koncentrációt érhet el, 

tekintettel arra, hogy az ajánlott adag napi kétszer 250 mg. Ezért még ABT-333-túladagolás 

esetén is nagyon alacsony az ABT-333 aritmiás kockázata.  
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7. Az értekezésben szereplő új tudományos eredmények 

Munkacsoportunk első ízben vizsgálta meg a CBA és az ABT-333 hatásait kutyák bal 

kamrai szívizomsejtjein. Ez volt az első kísérletsorozat, amely nagyobb testű állatok szívéből 

nyert sejteken történt, ezáltal közelebb kerülve a szerek humánra gyakorolt hatásának 

potenciális profiljának felderítéséhez.  

7.1. CBA - TRPM4 

Munkacsoportunk a TRPM4 fehérje kifejeződését elsőként mutatta ki kutyaszív mind a 

négy üregének falában, valamint izolált bal kamrai kutya kardiomiocitákban is.  

Eredményeink alapján a TRPM4 csatornákra szelektívnek vélt CBA csökkentette az 1. 

fázis repolarizáció meredekségét, valamint enyhén növelte az AP amplitúdóját, mely hatásokért 

valószínűleg a szer Ito gátló hatása felelős.  

Az AP rövidülésének tendenciája a befelé irányuló áramok gátlásával magyarázható, 

amelyek az APVC méréseken láthatóak a plató fázisban. Ez a hatás a CBA befelé irányuló a INa,L-

ra gyakorolt gátló hatásának köszönhető.  

Eredményeink alapján tehát a CBA nem teljesen szelektív a TRPM4-csatornákra, így a 

csatorna funkcionális vizsgálatára önmagában natív szöveten nem használható, farmakológiai 

kombinációban való alkalmazása pedig fokozott körültekintést igényel.  

7.2. ABT-333 – IKr (hERG) 

1 μM ABT-333 alkalmazása reverzibilis módon megnyújtotta az AP hosszát. A 0. és 1. 

fázis maximális sebessége irreverzibilis csökkenést mutatott. A magasabb ABT-333 

koncentrációk nagyobb AP megnyúlást, a korai platópotenciál növekedését és a 0., 1. és 3. fázis 

maximális sebességének csökkenését okozták.  

Egyes sejtekben 3-30 μM ABT-333 koncentrációban EAD-k jelentek meg. A 10 μM ABT-

333-érzékeny áram, amelyet APVC technikával mértünk, tartalmazott egy késői kifelé irányuló 

komponenst, ami az IKr-nek, valamint egy korai kifelé irányuló komponenst is, amely a tranziens 

kifelé irányuló káliumáramnak (Ito) felelt meg.  

Az ABT-333 koncentrációfüggő, részben reverzibilis módon csökkentette a hERG-

csatorna által közvetített ionáramot, 3,2 μM-os félgátló koncentrációval.  
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8. Összefoglalás 

8.1. CBA - TRPM4 

A jelen tanulmány főbb eredményei a TRPM4 fehérje kifejeződését mutatják a kutyaszív 

mind a négy üregének falában, valamint az izolált bal kamrai kutya kardiomiocitákban. A CBA 

egy meglehetősen új vegyület, úgy tűnik, hogy a 9-phenanthrolnál specifikusabb a TRPM4 

gátlására és ezért alkalmasabb a TRPM4 szív fiziológiában betöltött szerepének 

tanulmányozására. Mivel a CBA befolyásolja az Ito-t és az INa,L-t, fokozott óvatossággal kell eljárni 

amikor olyan kísérleti körülmények között alkalmazzák, ahol ezek az ionáramok aktívak, mint 

például a natív kardiomiocitákban. 

8.2. ABT-333 – IKr (hERG) 

Az ABT-333 a molekuláris szerkezete alapján potenciálisan blokkolja a hERG-csatornákat 

és az IKr áramot. Ez beigazolódott, mivel 1-30 µM ABT-333 jelenlétében a szív AP megnyúlt és 

EAD-k jelentkeztek, továbbá csökkent az expresszált hERG csatornák árama is. Az ABT-333 a 

fenti koncentráció tartományban valószínűleg gátolja az Ito áramot is és aktiválhatja a 

kalciumáramot. Mindezek ellenére az ABT-333 szívritmuszavarok szempontjából 

biztonságosnak tekinthető, mivel plazmaszintje még túladagolás esetén sem ér el ilyen magas 

koncentrációt. Amiatt is biztonságos, mert a terápiás koncentrációban nem befolyásolta a 

hERG-csatornákat és a kamrai AP-t sem. 
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9. Summary 

9.1. CBA - TRPM4 

The main results of the present study show the expression of TRPM4 protein in the wall 

of all four chambers of the canine heart and in isolated left ventricular canine cardiomyocytes. 

CBA, a rather new compound, appears to be more specific than 9-phenanthrol for inhibiting 

TRPM4 and is therefore more suitable for studying the role of TRPM4 in cardiac physiology. As 

CBA affects Ito and INa,L, increased caution should be exercised when used in experimental 

conditions where these ion currents are active, such as in native cardiomyocytes. 

9.2. ABT-333 – IKr (hERG) 

Based on its molecular structure, ABT-333 has the potential to block hERG channels and 

IKr currents. This was confirmed as the administration of 1-30 µM ABT-333 led to prolongation 

of cardiac APs and generation of EADs and also to the reduction of the expressed hERG channel 

current. ABT-333 also inhibits Ito current and may activate calcium current in this concentration 

range. Nevertheless, regarding cardiac arrhythmogenesis ABT-333 is considered safe because 

its plasma level is unlikely to reach such high concentrations even in the case of overdose. The 

lack of effect on hERG channels and AP at therapeutic concentrations also strengthen its safety. 
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