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Roviditések jegyzéke

4-AP 4-aminopiridin

ABT-333 a dasabuvir molekula masik neve

AP akcids potencial

APA akcios potencial amplitudo

APD akcios potencial id6tartam (action potential duration)

APDy az AP csucsértékétdl a repolarizacio x %-dig eltelt id6tartam

APVC akcids potencidl fesziltség-zar

ATP adenozin-trifoszfat

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

BTY bikarbonat puffer tartalmu Tyrode-oldat

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

Crmax maximalis plazmakoncentracid

CYP2C8 citokrom P450 2C8 enzim

DAD késdi utddepolarizacié (delayed afterdepolarization)

EAD korai utddepolarizacio (early afterdepolarization)

ECso félhatasos koncentracio (half effective concentration)

HCV hepatitis C virus

HEK emberi embrionadlis vese (human embryonic kidney) eredet( sejtvonal

|ABT-333 ABT-333-érzékeny aram

ICso félgatlo koncentracio (half inhibitory concentration)

Ica,L L-tipust Ca®* dram

lcea CBA-érzékeny aram

lendsus az ABT-333-érzékeny tartds kifelé iranyuld dram vége

lk1 befelé egyeniranyitd K* aram

lkr a késdi egyeniranyitd kaliumaram gyors komponense



|Ks
|Na
INa,L
INcx
Inscca

lto

IP3
LQTS2
OSP
PIP2
PKC
Platdao

Platozo
amplitudé

Platdso

Platdso
amplitudé

RCF
RMP
RSV

Y

TdP
TRP
TRPM4
Vphimax
V¥ max

V—max

a kés6i egyeniranyitd kaliumaram lassu komponense
Na* dram

késdi Na* dram

a Na*/Ca?* cserél8 drama

kalcium-aktivalt monovalens kationdaram

tranziens kifelé irdnyuld kaliumaram

inozitol 1,4,5-triszfoszfat

2-es tipusu hosszu QT-szindréma

tullovési potencidl (overshoot potential)
foszfatidil-inozitol 4,5-biszfoszfat

protein kinaz C

a membranpotencial értéke a 90 %-os repolarizacioig eltelt idé 20 %-anal

a nyugalmi membranpotencidl és a 90 %-os repolarizaciodig eltelt id6
20 %-anal mért membranpotencial értékek kozti kilonbség

a membranpotencial értéke a 90 %-o0s repolarizacioig eltelt idd felénél

a nyugalmi membranpotencial és a 90 %-os repolarizaciodig eltelt idd
felénél mért membranpotencial értékek kozti kilonbség

megmaradd dramhdnyad (remaining current fraction)
nyugalmi membranpotencial (resting membrane potential)
a repolarizacio relativ révidtavu variabilitasa

a repolarizacio rovidtavu variabilitdsa

Torsade de Pointes

tranziens receptor potencial

tranziens receptor potencial melasztatin 4

az 1. fazis repolarizacié legnagyobb meredeksége

a 0. fazis depolarizacio legnagyobb meredeksége

a 3. fazis repolarizacio legnagyobb meredeksége



1. Bevezetés

A TRPM4 a tranziens receptor potencidl csatornacsalad melasztatin alcsaladjanak tagja.
Expresszidjat tobb humdan szervben is kimutattdk mar. Részt vesz tobbek kozt a

membranpotencial és a Ca’*

homeosztazis szabalyozasaban ingerlékeny, valamint nem
ingerlékeny szdvetek sejtjeiben egyarant, valamint az inzulinszekrécidban, az immunvalaszban,
daganatok kialakuldsiban, vagy az agyi érsz(kiletben is'™.

A TRPM4-csatorndk szivben mind a munkaizomrostokban, mind pedig a sziv
ingeriletvezetS rendszerében kimutathatdk®®. A TRPM4 csatorndk mutécidja a szivben
ingervezetési zavarokhoz vezethet, tovabba feltételezik, hogy a TRPM4 részt vesz a szivizom
hipertréfia, valamint ischaemia-reperfizids sérilés kialakuldsaban*’=.

Eddig a TRPM4 fiziolégiai és patofizioldgiai funkcioit vagy knock-out
allatmodelleken®®!! vagy farmakoldgiai megkdzelitéssel vizsgdltak a csatorna gétldszereivel
beleértve a 9-phenanthrolt’>4, a glibenklamidot™'®, vagy a flufenaminsavat>’. Sajnos
ezeknek a vegylleteknek egyike sem elég szelektiv. A csatorna funkciondlis vizsgdlataihoz
azonban szelektiv vegylletre lenne szlikség, vagy legalabbis a rendelkezésre all6 TRPM4-re hatd
anyagok megfelel§ kiegészité farmakonokkal valé kombinacidos alkalmazasara, ez utdbbi
modszer viszont nagy koriltekintést igényel.

Disszertaciomban egy célzottan a TRPM4-csatorna gatlasara kifejlesztett szer, a CBA bal
kamrai kutya szivizom sejtekre gyakorolt hatdsait mutatom be. A CBA potencialisan szelektivnek
vélt TRPM4 gatldszer, azonban miel6tt TRPM4 funkcionalis vizsgdlatokra haszndlhatnank,
munkacsoportunk megel6z6en a CBA-val szelektivitasi vizsgdlatokat végzett, hogy lassuk,
befolydsol-e a CBA a kamrai szivizom akcios potencidlt (AP) kialakitd barmilyen aramot, illetve
hogy a CBA hogyan befolydsolja az AP morfoldgidjat. Tovabba kollaboracids munka kereteiben
megvizsgaltuk a TRPM4 csatornaexpresszidjat is, melynek eredményeit szintén bemutatom
disszertaciomban.

A késbi egyeniranyitd kaliumaram a kamrai izomsejtek repolarizacidjaban elsédleges
szerepet jatszik. Kamrai munkaizomsejteken két komponensét irtdk le'®: a gyors komponens
(Ikr) az AP 3. fazis repolarizacidjanak kialakiitasaért, mig a lassu komponens (lks) az un.
repolarizacios rezerv biztositasaért felel. Ez utdbbi azt jelenti, hogy az dram nem vesz részt a

normalis repolarizacié biztositdsaban, viszont az AP megnyult dllapotdban az dram fokozddik™.



A csokkent Ik dram hosszU QT-szindromahoz és korai utédepolarizaciohoz (EAD) vezet, ezért
potencidlisan életveszélyes ritmuszavarokat és hirtelen szivhalalt okozhat?°.

A késéi egyeniranyitd kaliumaram gyors komponensének (lkr) tobb szelektiv gatloszere
is ismert, mint példaul a dofetilid vagy az E-4031. Ezen két vegyiilet k6z06s tulajdonsaga, hogy
kémiai szerkezetlikben metanszulfonamid csoportot tartalmaznak, tovdbba jelent&sen
megnovelik a kamrai AP id6tartamat?t22,

Az ABT-333 (dasabuvir) egy virusellenes szer, amelyet a hepatitis C kezelésében
alkalmaznak. A molekula, hasonldéan az Ik kialakitdasdért felel6s hERG- csatorndk egyes
gatloszereihez (dofetilid és E-4031), metanszulfonamid csoportot tartalmaz. Ezen hasonldsag
alapjan az ABT-333 is potencidlisan lx gatld hatdssal bir, azonban a vegyllet kamrai
szivizomzatra gyakorolt hatasai még nem ismertek. Disszertaciémban az ABT-333 kutya kamrai
szivizomsejtek AP morfoldgiara gyakorolt hatdsait és az annak hatterében all6 iondaramokra
kifejtett hatdsokat mutatom be. Kollaboracids partnereinknek készonhetéen megvaldsult az
ABT-333 hERG csatorndkra gyakorolt hatdsainak vizsgalata expresszalt sejteken is, melybdl

szarmazé eredmények szintén bemutatdsra kerilnek.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A bal kamrai szivizomsejtek akcids potencidlja

A kamrai szivizomsejtekben az akcids potencidlt hagyomanyosan 5 fazisra szokds osztani
(1. abra). A szivizomsejtek akcids potencialjat szamos iondram finoman 6sszehangolt mikddése
alakitja ki. Ezek az AP kulonbdz8 fazisaiban aktivalddnak és kulonbdzd hatadssal birnak a
lefutdsara.

Az akcids potenciadl 0. fazisaban (felszallé szar) fesziltség-, és id6fliggd gyors Na*
csatornak aktivalédnak, sokszorosdra novelve az addig alacsony Na* konduktanciat. A Na*
ionokra jelent8s elektrokémiai gradiens hat, ezért a csatorna megnyilasa jelentés befelé
iranyuld aramot eredményez. Az aktudlis membranpotencial a Na* egyensulyi potencidlja felé
mozdul el, vagyis a membran depolarizadlédik. A gyors Na* csatorndk a depolarizacié hatasara
gyorsan inaktivalédnak és a kiindulasi zart allapotba - ahol majd ismét ingerelhetéek lesznek -
csak a membran repolarizacidja soran kerulnek.

A depolarizacié hatdsara egy korai kifelé iranyuld aram, a tranziens kifelé iranyuld
kaliumaram (lo) aktivalédik. Ez az daram repolarizdld hatdsu, és az akcids potencidl elsé
fazisanak, a gyors, atmeneti repolarizacié kialakitasaért felel.

A depolarizacié tartos fenndlldsa aktivalja a lassu tipusu (L-tipusu) feszlltségfliggd
kalciumcsatorndkat (lcaL). Ez a depolarizdlé dram a membranpotencialt Ujra a pozitiv irdnyba
tolja el kialakitva a démot. A 2. vagy platé fazis alatt az I inaktivaldddsa és a K* csatornak lassu
aktivacidja miatt nincs jelentds repolarizacid, a befelé és kifelé iranyuld aramok egyensulya
miatt jelent8s id6tartamra depolarizalt marad a sejt.

Az AP 3. fazisaban a terminalis repolarizacio allitja vissza a membranpotencial nyugalmi
értékét (4. fazis). A repolarizaciét szamos daram egytttes mikodése alakitja ki. A kezdeti szakaszt
leginkabb az lca inaktivacidja hatdrozza meg, késdbb a kés6i K* aram (delayed rectifier, Ik)
komponenseinek jut egyre nagyobb szerep, majd a repolarizaciot a befelé egyeniranyitd K*
aram (Ik1) teszi teljessé.

Az AP 4. fazisa soran az automaciaval nem rendelkezé (extranodalis) szivizomsejtek - igy
a kamrai sejtek - membranpotencialja is a nyugalmi értéken marad egészen egy Ujabb AP
kezdetéig. A negyedik fazist meghatdrozé nagy K* konduktancia (amely az Ix1-et eredményezi)
felel azért, hogy a kamrai miocitak nyugalmi membranpotencidlja a K* ionok egyensulyi

potencidljahoz kozeli érték.



A kamrai AP |étrehozdsdban tobb olyan befelé és/vagy kifelé iranyuld ionaram (pl.
TRPM4 aram) részt vehet, melyek élettani mikodése kevésbé jol jellemzett, viszont bizonyitott,

hogy hibas m(ikodése patofizioldgiai jelentEséggel birhat.

Current Probable clone

SCNS5SA

DFP receptor

NCX

= Kir2.x
Kv4.2/4.3

HERG+MiRPI
- KvLQT1+minK

- TWIK

1. dbra A kamrai szivizomsejtek akcids potencidlidnak fdzisai és az ezeknek megfeleld
ionaramok.

Az AP mellett feltiintetett arab szamok az AP egyes fdzisait jelélik. A szaggatott nulla
vonal felett lathatd jelek kifelé irdnyuld (“outward”), mig a vonal alatti jelek befelé irdnyuld
(“inward”) dramokat reprezentdlnak. Bal oldalon az iondramok neve, mig jobbra az adott
dramok kialakitdsdéert felel6s csatornafehérjék szerepelnek Rosen és mtsai. alapjdn?®3.

2.2. A Tranziens Receptor Potencial (TRP) csatorndk

A tranziens receptor potencial (TRP) csatornak egy tébb mint 50 tagot szamlald
ioncsatorna szupercsalad, melynek 28 tagja human szdvetekben is megtaldlhatd?*. A TRP-ket
Drosophilakban fedezték fel, ahol fényingerre a membranpotencial atmeneti emelkedésével

|II

reagaltak, igy ,tranziens receptor potencidl” csatorndknak nevezték el ket?>.

A csatorndk szekvencia homoldégidja alapjan 6 alcsaldadot kilonboztetlink 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)?6. Zaréjelben a humanban eléforduld csatornatipusok szama, valamint a

roviditések feloldasa lathato.
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A TRP csatornafehérjék 6 transzmembran doménnel rendelkeznek, melyek tetramerbe
rendezédve alkotnak funkcionalis csatornakat (2. abra). Ez a fehérjeszerkezet megfelel a
feszlltségfliggd kationcsatorndk klasszikus strukturajanak. Szelektivitasi sz(ir6ként az 5. és 6.
szegmens kozott taldlhatd P-hurok funkciondl. Az S4 régidban taldlhaté pozitiv toltési
aminosavak a csatorna feszlltségérzékenységéért felelnek. A TRP ioncsatorndk bar
feszlltségfiggbek, S4 doménjikben kevesebb a pozitiv toltési aminosav, mint altaldban a

feszlltségérzékeny ioncsatorndkban.

Putative
pore region

..........................

--------------------------

Cytoplasm

2. dbra A tranziens receptor potencidl (TRP) csatorndk dltaldnos szerkezete.

Bal oldalon eqgy monomer Iathato. A TRP fehérjének 6 transzmembrdn doménje van, és
egy porusrégioja van az 5. és 6. kézott. A jobb oldalon a TRP-k tetramer csatornaszerkezete
ldthaté. Watanabe és mtsai. alapjdn?®’.

A TRP-ket az intracitoplazmatikus N- és C-termindlis kozotti specifikus kdtShelyeik
alapjan tudjuk megkllonboztetni. A TRP alcsaladok kozotti kildonbségek az N- és C-terminalisok
(mindkettd citoszolikus) hosszUsaganak és doménjeik nagyfoku variabilitdasanak koszonhetéek.
A TRPA, TRPC és TRPV alcsaladokban az N-terminalis ankyrin ismétl6déseket, a TRPC és a TRPM
alcsalddokban a C-termindlis nagy mértékben konzervélt TRP domént tartalmaznak?®?°.
Tovabba ismert, hogy a TRP csatorndk intracellularis doménjei erésen befolyasoljdk a csatorna

aktivalasat, gatldsat, valamint a kiilénboz6 moduldtorokra adott vélaszkészségét.

2.2.1. A Tranziens Receptor Potencidl Melasztatin (TRPM) csatorndk

A TRPM alcsalad nyolc taghdl (TRPM1-8) all, amelyek négy part alkotnak: TRPM1/M3,
M2/M8, M4/M5 és M6/M7. Ennek a parositasnak a C-termindlisokban taladlhaté tekercselt

tekercs (,,coiled-coil”) szekvencia homoldgia az alapja3?.

11



A TRPM csatorndk a human szervezet valamennyi szovetében jelen vannak, tovabba
fizioldgias és patoldgids jelentdsséggel birnak3?. Ezek az ioncsatornak harom fé régiébal alinak:
az N-terminalisbdl, a csatornadoménbdl és a C-terminalisbdl. Az N-termindlis 4 ,melasztatin
homoldég régiobol” és egy ,homoldg régidbdl” vagy mas néven pre-S1 doménbdl all (3. dbra,

piros dobozok).

N-terminal
]
[BUTULI}-)

COOH

3. dbra A tranziens receptorpotencial melasztatin (TRPM) alcsaldd csatornaszerkezete.

Az N-termindlis négy melasztatin homolog régiobdl és az S1 el6tti homoldg régiobol dll
(melasztatin  homoldg régiok (MHR) és homoldg régiok (HR), piros dobozok). A
csatornatartomdny hat transzmembrdn szegmenst (S1-S6) tartalmaz. Az S1-S4 (sdrga
hengerek) régio a fesziiltségérzékelé doménnek felel meg, mig a porust az S5 és S6 szegmensek
kézotti hurok képezi (P jeli doboz és zéld henger). A C-termindlis TRP-bél és a tekercselt
tekercsbdl (,,coiled-coil” - CC) (kék dobozok) dll. Jimenez és mtsai. alapjan?.

Ezek a régidk egy zsebet alkotnak, amelyrdl feltételezték, hogy fontos szerepet jatszanak
az ingerek érzékelésében és a csatorna dsszeszerel6désében33. A csatornadomén és a P-hurok
(3. dbra, S1-S6 és P) a transzmembran térben talalhatd. Féleg az S4 (de a tobbi, S1-S3 is) (3.
abra, vildgosbarna hengerek) egy fesziltségérzékel6 domén, amely a csatorna aktivaldasahoz
kapcsolodik. Az S5 és S6 alegységek kozott talalhatd P-hurok alkotja az ionvezetd porust.

A melasztatin csalad két tagja, a TRPM4 és 5 a csalddon belll is egyediilalléak, mivel

ezek nem permeabilisak kétérték( kationokra, példdul Ca?*-ra és Mg?*-ra®3+-36,

12



2.2.1.1. A Tranziens Receptor Potencidl Melasztatin 4 (TRPM4) csatorndk

A TRPM4-aramot a TRPM4 csatornafehérje kozvetiti (4. abra), ami egy 1214 aminosav
hosszU transzmembran fehérje, humanban a 19-es kromoszéman elhelyezked6 trom4 gén
kédolja’28. A TRPM4-dram egy feszlltségfiiggd, nem specifikus, monovalens kationdram. Bar
Ca?* nem jut 4t a csatornan, a csatorna aktivacidjahoz azonban sziikség van Ca?*-ra®3*, Single
channel mérések alapjan egy ioncsatorna vezetSképessége 23-25 pS kozott van. A TRPMA4

permeabilitasi sorrendje: Na* > K* > Cs* > Li* 3839,

TR

170 A
TRP helix

4. dbra A TRPM4-csatorna felépitésének krio-elektronmikroszkopos szerkezeti képe.

a, Hdromdimenzios kép a membrdn sikjaban. A négy kiilonbézé szin az alegységeket
jeldli, az élénkebb pirossal a DVT kétbhelyek ldthatdk. b, A szerkezet szeletképe. ¢, A csatorna
modell a citoszolikus oldal felél. Winkler és mtsai. alapjdn?3.

Az olyan vegytletek, mint a dekavanadat (DVT) — ami egy er8sen negativan toltott fém
klaszter - a TRPM4 feszlltségfliggését a negativ potencidlok felé toljak el. Winkler és
munkatarsai a TRPM4-csatornak krioelektronmikroszképos szerkezetének felderitésekor azt
taldltdk, hogy a DVT befolydsolja a TRPM4 fesziiltségfliggését, valamint, hogy a DVT a Ca’*-
aktivalt dram amplitudojat a Ca?*-koncentraciotdl fliggd modon moduldlja. Két moduldtor DVT-
kot6helyet tartak fel, egyet a C-terminalis domén (CTD) forduldjanal, egyet pedig az MHR1/2 és
a szomszédos MHR3 kozotti hatarfellleten. Ez arra utal, hogy a DVT a csatorna kapuzasara a C-
termindlis doménen és az N-terminalis MHR-en keresztul hat?3.

Az dram Ca’*-érzékenységét a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP2)*° és a kalmodulin
(CaM)3> befolydsolja, emellett a csatorna aktivacidjdban a protein kindz C (PKC)-fuggd

foszforillacid is részt vesz283°4142,
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2.3. A TRPMA4 jelenléte kiilbnb6z8 sejtekben/szervekben

Még a TRPM4 felfedezése el6tt - melyrél késébb kiderdlt, hogy ez az ioncsatona felel6s
a kalcium-aktivalt monovalens kationaramokeért (Inscca) - tobb kutatds eredménye utalt ezen
aramok szerepére, példdul Gjszulott patkany szivsejtekben*? és a tengerimalac csiga kilsd
szérsejtjeiben**. Azéta a TRPM4 expresszidjat szamos szdvetben és sejttipusban
megerdsitették, funkcidjara pedig tobb elmélet is sziletett. Az érrendszer simaizomsejtjei*>4°,
a hugyhodlyag®’ és a vastaghél*®, az endotél*®, az immunsejtek®®, a kozponti idegrendszer
szdmos része?, a Langerhans-sziget endokrin sejtjei®!, zsirsejtek®?, keratinocitdk>3, mucin
szekretdlo sejtek>*, emberi billenty( interstitialis sejtek> és a vazizomzat®? mind expresszéljak

a TRPM4-et. A TRPM4-et kiilénbdz8 rosszindulaty daganatokkal is dsszefiiggésbe hoztak>®>’.

2.3.1. TRPM4 a szivben

A TRPM4 szivben is expresszalddik, és szinte valamennyi sejtjének mikodéséhez
hozzéjarul, beleértve a sinoatrialis- és atrioventricularis csoma sejteit®16°8, az ingeriletvezetd
rendszer sejtjeit*>® , valamint a pitvari®®? és a kamrai szivizomsejteket>!®>. Még az Inscca
vizsgalata soran sok esetben kimutattdk a TRPM4-et, igy ez valt a legvaldszinlbb Inscca-t kialakitd
ioncsatornava. Szamos 0Osszefoglald tanulmany részletezi a TRP-csatornak kardiovaszkularis
rendszerben betdltott szerepét®. Egyesek kifejezetten a TRPM4-re dsszpontositanak®o3, A
TRPM4 fontos szereplGje a sziv elektromos aktivitasanak és koros folyamatokban is szerepet

jatszik3.

2.3.2. A TRPMA4 szerepe az ingerképzésben

Egerek pacemaker szdveteiben a TRPM4-et mRNS®* és fehérje®® szinten is kimutattak.
TRPM4-szer(i tulajdonsagokkal rendelkezd ionaramok egereken kivil patkanyokban és
nyulakban is kimutathaték>®%>. A 9-phenanthrollal elért TRPM4-gatlds a szivfrekvencia
koncentraciofiggd csokkenéséhez vezetett a vad tipusu egerekben (TRPM4 KO egerekben
nem), ami aldtdmasztja a TRPM4 szerepét az ingerképzésben>®. Meg kell azonban jegyezni,
hogy a TRPM4 KO 4éllatokban a szivfrekvencia a vad tipustakhoz képest nem csdkkent®466:67,
Ezek a megfigyelések a TRPM4 ingerképzésben betoltdtt szerepe ellen szélnak, vagy a KO
allatokban bekovetkezett kompenzdacids vialtozasok kovetkezményei lehetnek. Mivel az
ingerképzés esszencidlis funkcio, ezért tobb mechanizmus (Ca%*- és membrandra-elméletek)

egyUttm(ikodése révén nagymértékben védett®®. Ezért lehetséges, hogy a TRPM4 KO allatok
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esetében mas, nem TRPM4 altal kdzvetitett mechanizmusok hozzajaruldsa ugy mdodosul, hogy

a szivfrekvencia végul valtozatlan marad.

2.3.3. A TRPM4 hozzdjdruldsa a pitvari elektrofiziologidhoz

Ujsziilott patkdny pitvari sejtjeiben és a jobb pitvari fillcsébél izolalt pitvari sejtekben®
Ca?*-aktivalt, nem szelektiv kationdaramokat irtak le%° . A TRPM4 mRNS a human pitvari izomban
is kimutathaté volt®. A TRPM4 fehérje expresszidja hasonld mértékdi volt a jobb pitvari filcsébdl
izoldlt, pitvarfibrilldcidval rendelkezd vagy anélkili betegek szivizomsejteiben is°.

A TRPM4 pitvari AP-ben betoltott funkciojat TPRM4 KO egerek és farmakoldgiai
vizsgalatok kombinaciojaval tesztelték!?. A 9-phenanthrollal, vagy flufenaminsavval elidézett
TRPM4-gatlas reverzibilis és koncentraciofiiggd mdodon csokkentette az AP id6tartamat vad
tipusu egyedekbdl izolalt pitvari sejteken, mig TRPM4 KO allatok sejtjein nem. A pitvari AP-k
rovidebbek voltak a TRPM4 KO &llatokban a vad tipustakhoz képest'>647 kivéve egy
nemrégiben megjelent tanulmanyt, ahol a KO allatokbdl szarmazd pitvari sejtek kissé
depolarizéltabb nyugalmi membranpotenciéllal rendelkeztek”’?.

A korabbi vizsgalatokkal 6sszhangban - ahol a pitvari AP-k révidebbek a TRPM4 KO
allatokban - szamitégépes szimuldciéval a TRPM4 enyhe (2-5-sz06r6s) és nagy (legaldbb 6-
szoros) overexpresszidja az AP id6tartamanak ndvekedéséhez, valamint korai utddepolarizaciok
(EAD-k) kialakuldsahoz vezetett’?. Ezek a szimulaciok ©sszhangban voltak az immortalizalt
patkany pitvari HL-1 szivizomsejtekb8l nyert elektrofizioldgiai adatokkal, ahol az angiotenzin Il
novelte a TRPM4 expresszidjat’>. A TRPM4 aktivitdsa szintén megnétt a CaMKIIS-val vald
funkciondlis dsszekapcsolast kovetéen a HL-1 szivizomsejekben’3.

Patkany pitvari sejtekben a TRPM4 altal kdzvetitett aram - a 2-es tipusu IP3 receptor
altal kozvetitett Ca?*-felszabaduldsok aktivalasdn keresztul - részt vehet a nyirderd
novekedésére (shear stress) adott valaszban’4. A TRPM4 szerepet jatszhat az aldoszteron &ltal
kivaltott AP rovidulésében és el@segitheti az aldoszteron &ltal kivéltott pitvari aritmidkat®’.

A TRPM4-et human és egér pitvari fibroblasztok mkodésével is kapcsolatba hoztak.
Sejttenyésztés sordn mRNS és fehérje szinten is megndétt a TRPM4 expresszio, valamint a
TRPM4-aram is. Ha 1-10 uM koncentracioban 9-phenanthrolt adtak a sejttenyészethez,
szignifikdnsan redukalddott a sejtek novekedése, igy arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a

TRPM4 hozzdjarul a sejtek ndvekedéséhez’>.
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2.3.4. A TRPMA4 szerepe a sziv ingertiletvezetésében

A TRPM4 mRNS-szintje a human sziv Purkinje-sejtjeiben a legmagasabb’, azonban
funkcidja atrioventrikuldris csomodsejtek szoveteiben nem ismert. A TRPM4 fehérje nagy
mértékben expresszaldodik szarvasmarha sziv Purkinje-sejtekben is?. Nyul Purkinje-sejtekben a
TRPM4 gatld 9-phenanthrol reverzibilis és koncentraciéfiggd modon roviditette az AP-ket
anélkll, hogy mas AP paramétereket befolydsolt volna. Tovabba szintén Purkinje-sejtekben egy
TRPM4-szer( ionaram (vezetSképesség 23,8 pS; azonos permeabilitds Na* és K* szdmara;
érzékenység fesziltségre, Ca?*-ra és 9-phenanthrolra) figyelheté meg’®.

Purkinje-sejteken végzett akcios potencial clamp kisérletek az AP platéfazisa alatt egy

atmeneti, befelé irdnyuld, 9-phenanthrol-érzékeny dramot mutattak ki’®. Az eredmények a
TRPM4 hozzdjaruldsat mutatjdk a Purkinje-sejtek AP-jdhoz, valamint a TRPM4 potencialis
részvételét a sziv ingeriletvezetésében, illetve aritmidk generalasaban. Humanban a TRPM4
mutdcidi a sziv ingeriletvezetési zavaraiért felel@sek’’. Az els6ként azonositott mutacié egy
aminosavcsere a 7. poziciéban glutamatrdél lizinre (E7K), amely csokkent endocitdzis és
megnovekedett TRPM4-daramsirlség révén funkcionyeréshez vezet a Purkinje-rostok
sejtmembranjaban’. Az autoszomalis domindns modon 6rokl6ds E7K mutacid progressziv |.
tipusu familidris szivblokkhoz vezethet. Szamitégépes szimulacidkban a megnovekedett E7K
mutans drams(irség a nyugalmi membranpotencial depolarizacidjdhoz és az AP
megnyuldsahoz vezetett. Az E7K mutdns TRPM4-aramdenzitasanak novekedése fokozatosan
csokkenti az AP vezetési sebességét is, ami teljes vezetési blokkban cstcsosodik ki’8.
A legtobb TRPM4-polimorfizmust és pontmutacidot Brugada-szindrémas betegeknél
azonositottak, valamint TRPM4 mutacidét mutattak ki atrioventrikularis blokkban és jobb
Tawara-szar blokkban szenved§ betegeknél is. Sinuscsomd-diszfunkcidéban, vagy hosszu QT-
szindromaban azonban nem irtak le TRPM4 mutaciot,

A TRPM4-overexpresszio és az atrioventrikularis blokk kozotti kapcsolatot szamitégépes
modellezés is alatamasztotta, ahol a TRPM4-daramok megduplazddasa EAD kialakuldasdhoz
vezetett. Gaur és munkatdrsainak kutatasai alapjan a TRPM4-csatornak lehetnek felelések a
hattér natriumaramért, valamint megallapitottak, hogy a TRPM4 heterogén expresszidja a

His/Purkinje rendszerben II. tipusu szivblokkhoz vezet>.
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A Brugada-szindromds betegek 6 %-andl mutattak ki valamilyen TRPM4 mutaciot®7°,
Erdekes médon ezek kdziil néhdny mutdcié (T873! és az L1075P) funkcid nyeréshez vezettek,
mig mas mutaciok (P779R és a K914X) csokkent TRPM4-aramot eredményeztek.

A nyugalmi membranpotencial barmely TRPM4 mutacio indukalt valtozasa csdkkentheti
a natriumcsatorna elérhet8ségét és hozzdjarulhat a Brugada-szindroma kialakuldsahoz. A
Brugada-szindroma szamos esetében az SCN5A gén mutdcidja - amely a natriumaram

megvaltozasahoz vezet - az okozdja a vezetési zavarnak®.

2.3.5. A TRPM4 hozzdjdruldsa a kamrai elektrofiziolégidhoz

A TRPM4 kamrai AP-ben valo funkcidja a legvitatottabb terllet, mivel a korai kutatdsok
szerint a sziv mas részeihez képest a kamrakban nagyon kis mértékben expresszalodik. ATRPM4
mRNS-expresszidja human szivben a bal kamraban volt a legalacsonyabb’.

A TRPM4 részt vesz alloképességi edzés altal indukalt jotékony kardidlis
remodellingben®'. Bir a TRPM4 fehérje egér kamrai izomban is kifejez8dott’t, a pitvari
expresszié magasabb volt®®. Patkdnyokban megkozelitéleg azonos expresszidt mutattak ki mind
a pitvari, mind a kamrai szivizomsejtekben’4.

A korai kutatdsok TRPM4-szer( aramokat mutattak ki tenyésztett, dedifferencialt
patkdny kamrai sejtekben®83. Felnétt Wistar patkdnyok bal kamrai sejtjeiben alig detektaltak
TRPM4-szer( dramot (és mRNS-t), de spontdn hiperténias patkanyok bal kamrai sejtjeiben
megjelentek®. Mindezek ellenére Ca?*-aktivalt nem szelektiv kationdramokat irtak le
tenyésztett patkany kamrai sejtekben*® és frissen izoldlt tengerimalac kamrai
szivizomsejtekben®.

A TRPM4 egerekben hozzajarul az AP morfoldgidjahoz, mivel a bal kamrai papillaris AP-
k id6tartama szignifikansan kisebb volt TRPM4 KO egerekben, mint a vad tipustakban®.

Egészséges feln6tt patkdnyokban a TRPM4 fehérje egyértelmiien expresszalodik kamrai
szivizomsejtekben®, ellentétben a Guinamard-csoport eredményeivel®8. A kilonbség oka
lehet, hogy a kordbbi munkdk sordn Wistar (vagy Wistar-Kyoto) patkdnyokat hasznaltak®83, mig
Ujabban Sprague-Dawley patkanyokkal dolgoznak®74.

Az ellentmondasos adatok ellenére a TRPM4 gatldsa az inotrdpia novelésének egyik
madja lehet. A kdzelmultban kidolgoztak egy in vivo AAV9-RNSi altal kozvetitett géncsendesitd
stratégiat, mely alkalmas lehet példaul a TRPM4 kifejez6dés csokkentésére is. Ezzel a

modszerrel annak reményében csokkentették a szivben a TRPM4 expressziojat, hogy ezaltal
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fokozzak a sziv kontraktilitasat szivelégtelenség-allatmodellben. A technikdval felnétt egér

szivben a TRPM4 fehérje expresszidjdnak 90 %-os csokkenését érték el®®,

2.4. A TRPMA4 viszgdlatdra alkalmazott farmakoldgiai modszerek

Szamos vegydlilet blokkolja a TRPM4-aramot. Ezek kdzUl néhany endogén molekula, mint
példaul az adenozin-trifoszfat (ATP) és rokonvegyuletei®’, a nitrogén-oxid (NO)88 és a spermin®’.
Mdsok exogén vegyuletek, koztik a kinin®, az MPB-104%, a nem szteroid gyulladdscsokkentd
flufenaminsav (FFA)®!, az antidiabetikus glibenklamid®, az antimycoticus klotrimazol?®,
kloridcsatorna-blokkoldk (mint példaul a difenil-amin-2-karbonsav (DPC), 3t,5-diklor-difenil-
amin-2-karbonsav (DCDPC) és az 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)benzoesav (NPPB))**, valamint a
9-phenanthrol®*.

E vegylletek szelektivitdsa sok esetben meglehetésen gyenge, ami Ujabb és Ujabb
vegylletek keresését és tesztelését teszi szilkségessé. llyen nemrégiben kifejlesztett szerek a 4-
klér-2-[[2-(2- kloérfenoxi)acetillamino]benzoesav (CBA, 5. abra), a 4-klor-2-(1-naftiloxi-
acetamido)benzoesav (NBA) és a 4-klor-2-(2-(2-(4-klor-2-metilfenoxi)propanamido)benzoesav
(LBA)®>%3, Egy kozelmultban megjelent tanulmany kimutatta, hogy egy nem szteroid
gyulladascsokkentd hatdanyag, a meklofenamat szintén alkalmas lehet a csatorna gatlasara és
ezaltal annak vizsgalatara®®. Ezenkivil, kiléndsen in vivo vizsgalatokban, specifikus M4P, M4M
és M4M1 antitesteket hasznaltak a TRPM4 blokkoldsara®%. Alkalmaztak tovabba kis
interferald RNS-t (siRNS) a TRPM4 csendesitésére®’, mely megkdzelitést in vitro is hasznaltak®.

Bar a TRPM4-et el6szor a 21. szazad elején irtak
le, a kilonbdz8 szdvetekben eléforduld CaZ*-aktivalt,

nem specifikus kationaramrél mar jéval korabbrol is

rendelkezésre allnak publikdciok. Azota hatalmas O
mennyiségl ismeretanyag gyllt 6ssze a TRPM4-rél, de /E

H
még mindig vannak megvalaszolatlan kérdések. A 0 "N o

kutatdsok eredményei nem mindig egyeznek, ha a KO
allatokbdl, valamint a TRPM4-gatlészerekkel nyert
kisérleti ~ adatokat  dsszehasonlitjuk  egymassal.

Mindazonatal, a kutatdsok eredményei alapjan a TRPM4
5. dbra A CBA kémiai szerkezete.

befolydsolasa akar potencidlis terapias eljaras is lehet a
A képlet a ChemDrawPro 12.0

jovében. szoftverrel készlilt.
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2.5. A késéi kdliumdram (Ix)

A késéi kadliumaramot kialakito ioncsatornak depolarizacidra aktivaléddnak (nyilnak), mig
negativabb membranpotencidlra viszonylag lassan térnek vissza zart dllapotba. A csatornak altal
kozvetitett kaliumaram (Ik) feszlltség és idé fuggben valtozik és legfébb funkcidja az akcids
potencidl repolarizaciojanak kialakitasa®> 1%, A késdi kdliumaram a kinetikai- és egyeniranyitd
tulajdonsagok, gatldszer érzékenység, valamint intracellularis modulacié szempontjabdl harom
dsszetevére oszthatd: ultragyors (Ikur), gyors (lkr), valamint a lassi komponensek (Ixs)&10%102,

A kés6i kdliumaramot a sziv valamennyi sejtipusdban kimutattdk, am az egyes
komponensek dramsl(irlisége a sziv egyes régidiban, illetve a kiilonb6z6 fajokban is jelentésen
eltérl®. Az Ixs és I a pitvari és a kamrai munkaizomsejtekben is megtalalhatd'%419%, azonban az
lkur dramot humanban eddig csak pitvari sejtekben irtdk 1192, A késéi kdliumaram dsszetevsinek
a sziv bal kamrdjaban eltérd a szivcsucs-szivbazis iranyd, illetve transzmuralis expresszidja. Nyul
sejteken az Ik, és az I¢ az apikdlis miocitdkon kisebb, mint a szivbazison'®. Kutya
szivizomsejteken az Ik esetében nem mutathaté szignifikdns apiko-bazalis eltérés, de a bazis
részen az lxs kisebb a szivcsticshoz képest'®’. A miokardium egyes rétegeiben az Ik
arams(rlségében nincs szignifikdns eltérés, mig az Iks kisebb a kamra midmiokardialis
rétegében a szubepikardiumhoz képest'©8.

A kés6i kaliumaram els6dleges szerepet jatszik a szivizom akcids potencialjdnak
repolarizaciéjaban. Az dramot |étrehozd csatornafehérjék szerkezetének megvaltozasa vagy
farmakolégiai befolyasoldsa az daram - és igy az akcids potencidl id&tartamanak
megvaltozasahoz és aritmidk kialakuldsahoz vezethet. Ezek kozil a legjellemz&bbek a hosszu
QT-szindromak kulonbozé formdit®®11t Ezekben a betegségekben az akcids potencidl
megnyuldsa miatt fokozdédik a korai utddepolarizaciok és a TdP kamrai tachycardia

kialakuldsanak valdszintisége, igy gyakrabban fordul el hirtelen szivhaldl*'>114,

2.5.1. A késéi egyeniranyito kdaliumdram gyors komponense (Ix)

Az k-t létrehozdé ioncsatorna a feszlltségfligg§ K* csatorndk eag csalad erg alcsaladjaba
tartozik. A csatornat a Kv11.1 fehérje alakitja ki, melyet a 7. kromoszéman elhelyezkedd KCNH2
gén (hERG gén'?®) kodol'®1 Ennek a génnek a mutdacidja okozza a hosszu QT szindréma 2.
tipusat (LQT2)* LQTS2-ben az Ik csokkenése miatt az AP megnyulik. Az Ik gatlasa altal kivaltott
akcios potencidl (AP) megnyulas alapjan korai utddepolarizaciok (EAD) hozhaték létrel®11° Ez

az allapot noveli az APD rovid tavu variabilitast (SV)*?° és a transzmurdlis akcids potencidl
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id6tartamanak heterogenitdsat. Mindkett6 életveszélyes szivritmuszavarokhoz, példaul
Torsade de Pointes-hoz*?! és hirtelen szivhalalhoz!?123 vezethet.

A Kv11l.1 csatorna szerkezete (6. abra) a feszlltségérzékeny kaliumcsatornak
tobbségével mutat homoldgiat és tetramerbe rendezédve alkot funkcionalis csatornat. A hERG
kapuzast a citoplazmatikus domének (N-termindlis vagy PAS (Per-Arnt-Sim)-domén, C-
termindlis vagy CNBD (ciklikus nukleotid k6té domén - cyclic nucleotide binding domains) és C-
linker) befolyasoljak, de ezen mechanzimusok még mindig nagyrészt ismeretlenek. Ugyanakkor
a QT-megnyulasért felel6s szerkezeti mechnaizmusok szempontjabdl ezeknek a doméneknek

kiemelt jelent&séget tulajdonitanak?4.

Voltage Sensor

c-linker

PAS-cap

6. dbra A Kv11.1 vagy hERG-csatorna monomer topoldgidja.

C

A monomer hat transzmembrdn szegmenst (S1-S6) tartalmaz. Az S4 régio a
fesziiltségérzékeld doménnek felel meg, mig a porust az S5, S6 és 5P szegmensek ké6zétti hurkok
(sdrga hengerek) képzik. PAS, cNBD az N-, illetve a C-termindlis. Perissinotti és mtsai. alapjdn?*.

Az lkr a -40 mV-nal pozitivabb depolarizacid hatasara gyorsan aktivalédik, az aktivacio
félmaximalis feszlltségértéke -20 mV és -5 mV kozé esik. Mind az kaktivacié, mind a deaktivacié
fligg a membranpotencialtdl, idGallanddi pedig fajok kozti eltérést mutatnak. Az Ik aktivacids
idéallanddja 100-500 ms'®12> humdan szivizomban 100-200 ms!94126127  Teljes sejtes
konfiguracioban az aram lefutasa id6ben telitédést mutat inaktivaciora utald jel nélkil. A
csatorna elsésorban K* ionokra permeabilis, de kdzel sem annyira szelektiv K* ionokra, mint pl.
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a befelé egyeniranyitd K* dramot (k1) kialakitd ioncsatorndk. Egyetlen hERG ioncsatorna
fizioldgids konduktancidja mintegy 2 pS*?%. Munkacsoportunk kordbbi kisérletei alapjan
kutyaszivben az Ik a plato alatt fokozatosan nétt, a 0,62 + 0,08 pA/ pF nagysagu aramcsucsot 7

ms-mal a maximalis repolarizacids sebesség (V max) id6pontja eldtt érte el®®.

2.5.2. Az Ik gatloszerei

Az lx-nek tobb szelektiv gatldszere is ismert, mint példdul a dofetilid, az E-4031 vagy a
d-Sotalol. Ezen vegyuletek kdzos tulajdonsaga, hogy kémiai szerkezetében valamennyi vegyllet
metanszulfonamid csoportot tartalmaz, tovdbba jelentésen megndvelik a kamrai AP
id6tartamatt®2122117 -~ A vaughan-Williams féle besorolds szerint a Ill. osztalyd antiaritmids
szerek célzottan az Iy csatorndra hatnak!?.

Az It kialakité ioncsatornakat a Ill. osztalyon kivil tovabbi antiaritmias szerek gatoljak,

példdul néhany Na* csatorna blokkold (flecainid, amiodaron) is®°. Az I dramot kiilénbdzd
hatdstani csoportba tartozo farmakonok is gatoljak. llyen példaul néhany antimikrobas szer (pl.
ketokonazol és erythromycin), antihisztaminok (pl. cetirizine, terfenadin, astemizol), gyomor-
bélrendszerre hatd szer (pl. cisaprid), illetve antipszichotikum (pl. haloperidol) is'3%. A felsorolt
hatdanyagok szerkezetében legaldbb egy aromas gy(ir(i taldlhatd, illetve az Ik gatlé hatasuk dgy
valésul meg, hogy a farmakonok a nyitott ioncsatornak pérusaba kétédnek, majd az aktivacios
kapu zaréddasa utan ott maradnak.
Ahogy arrél mar korabban szd esett, egyes Ik blokkoldk metanszulfonamid csoportokat
tartalmaznak (7. dbra). A jelenleg hasznalt gydgyszerek szdmos hatdanyaga tartalmazza
ugyanezt a funkcids csoportot a kémiai szerkezetében. Ilyen példaul a rosuvastatin, a szérum
koleszterinszint csokkentésére széles korben alkalmazott gydgyszer, amely potencialis Ik gatld
hatassal rendelkezik!3?. Ez részben a hERG kozvetlen gatldsdnak koszonhetd, ami az dram
inaktivalasanak felgyorsitasaval, valamint a hERG fehérje expresszidjanak csdkkentésével jart3.
Két masik metanszulfonamid-tartalmu gyogyszer a daganatellenes amszakrin és a nem-szteroid
gyulladascsokkentd nimesulid. Az utdbbi esetében az Ik gatlasara nincsenek adatok, de az
amszakrin a hERG-csatornakat nyitott és inaktivalt allapotban is blokkolja a porus S6 régidjaba
kotSdve'34,

Ezenkivil 2018. majus 20-t6l az amszakrin a CredibleMeds weboldalan a TdP feltételes

kockazatdval jar6 gydgyszerként szerepel®.
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7. dbra Az ABT-333 és két Ik, blokkolo kémiai szerkezete.

Minden képlet a ChemDrawPro 12.0 szoftverrel késziilt.
2.5.3. Az ABT-333 (dasabuvir)

Az ABT-333, vagy mas néven dasabuvir, egy nem nukleozid tipusu hepatitis C virus (HCV)
polimeraz inhibitor, amely metdnszulfonamid csoportot tartalmaz (7. dbra). A krénikus HCV-
fert6zés kezelésére hasznaljdk, gyakran mas vegylletekkel, példaul ombitasvirrel,
paritaprevirrel és ritonavirral kombinalva36-138,

A kronikus HCV-fert6zés ,csendes” jarvany, vilagszerte mintegy 130-170 millid érintett
beteggel'®®, ¢és évtizedekig nyugalmi allapotban marad, mielétt jelentés tunetei
jelentkeznének0. A betegség magas morbiditashoz és mortalitdshoz vezet, valamint jelent8s
egészséglgyi ellatdsi koltségekkel jart4t,

Az ABT-333 tartalmul anti-HCV gydgyszeres kezelés szivre gyakorolt mellékhatasait

néhdny betegnél észlelték, amiket Li és munkatdrsai foglaltak 6ssze'#?. Ezen mellékhatasok kozé

143 145

tartozott az extrém bradikardia'#?, a szivmegallas** és a mellkasi fajdalom

Mivel az ABT-333 a maj citokrém P450 2C8 enzim (CYP2C8) altal metabolizalédik, a
CYP2C8 erbs gatloszerei novelhetik az ABT-333 plazmaszintjét, valamint a QT-megnyulas
fokozott kockazatat hordozzak'#e. Ez lehet a helyzet a klopidogrél alkalmazdasa esetén is, mivel
annak glikuronidalt metabolitja gatolja a CYP2C8-t14/.
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Mivel az ABT-333 metdnszulfonamid-csoportot tartalmaz, ezért mar énmagaban is
fenndll a QT-megnyulds kockdzata. Az ABT-333 ICso értéke 2-10 nM tartomanyba esett a
rekombinans HCV-polimerdz (NS5B) ellen'*®. Hasonlé értékeket (2-8 nM) figyeltek meg a
félgatlé ABT-333 koncentraciok esetében sejttenyésztési probdk segitségével a HCV
szubgenomialis replikonok replikdcidjanak gatlasara két genotipus (1a (H77) és 1b (Conl))
esetében, de az értékek 40 % human plazma jelenlétében jelentésen (kb. 12-13-szorosara), 20-
100 nM-ra emelkedtek42,

Még fontosabb az ABT-333 koncentracidinak oOsszehasonlitdsa a hatdanyag
plazmakoncentracidival a vegylletet anti-HCV-kezelés soran szed6 betegeknél. A HCV és HIV
fert6zés egyidejl fennalldsa esetén a maximalis plazmakoncentracié (Cmax) az ABT-333-at
kombindcidban szedd fert8zott betegeknél King és mtsai.'*® szerint kérulbelil 600 ng/ml volt,
ami kordlbelldl 1,2 nM-nak felel meg. Egészséges onkénteseknél a naponta kétszeri, 200 mg
ABT-333 tartalmu tabletta dnmagaban torténé szedése 500 ng/ml maximalis koncentraciot
eredményezett, ami korulbelil 1 nM**C. A dézis novelése linedrisan magasabb Cmax értékeket
eredményezett (1,8, 2,9 és 4,2 nM naponta kétszer 400, 600 és 1000 mg tartalmu tabletta
esetén). A plazmaszintekben és a felhalmozddasi aranyban sem volt jelentds napi ingadozas,
kivéeve az 1000 mg-os dodzist, ahol a 10. napra 1,6-szor magasabb koncentracié volt
megfigyelhets°.

Ezenkivil a vese- és majkarosodas (kivéve az utdbbi esetében a sulyos fokut) nem
valtoztatta meg az ABT-333 metabolizmusat, alig befolydsolva a maximalis
plazmakoncentraciot'™. Az ABT-333 plazmakoncentrdcidja viszont emelkedhet klopidogrelt4®

és gemfibrozilt'>! szedd betegeknél.
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3. Celkit(izések

Tekintettel a TRPM4 szivben kordbban ismertetett szerepére kutatdsaink soran az aldbbi
vizsgalatok elvégzését tliztik ki célul:

e elBszoris a TRPMA4 fehérje expresszidjat szerettlik volna bizonyitani.

Célul tlztuk ki egy, a kdzelmultban kifejezetten a TRPM4-csatorna gatlasara kifejlesztett
vegyllet, a CBA hatdsanak vizsgalatat a kovetkezbkre:
e az akcios potencidl morfoldgidjara

e arepolarizacié rovid tavu variabilitasara

Ahhoz, hogy a TRPM4-dram vizsgalhato legyen ezzel a vegyulettel, el&szor ki kell zarni a
szer mas iondramokra gyakorolt hatasat, igy
o egyrészt célul tlztik ki a CBA-érzékeny aram felderitését akcids potencidl
feszlltség-zar (APVC) technikaval,

e tovabbad vizsgalni kivantuk a CBA hatdsat a repolarizacio iondramaira.

Az ABT-333 kémiai szerkezetébdl addddan potencialisan gatolja az egyik 6 repolarizald
aramot (lk), azonban a szer kamrai AP-ra gyakorolt hatdsa még nem ismert. Célunk volt tehat
megvizsgalni:

e 1 uM ABT-333 hatdsat a kutyasziv bal kamrai akcids potencidlra
e az ABT-333 koncentraciofliggd hatasait az AP kilonbdz8 paramétereire
e az ABT-333-érzékeny aramprofilt APVC technikaval

e végll, de nem utolsésorban az ABT-333 hatasat expresszalt hERG-csatornakon.

Természetesen kisérleti céllal egészséges human szivbdl szarmazo sejtekhez jutni nem
egyszer(, ezért kisérleteinkhez a bal kamrai szivizomsejteket kutydk szivébdl izolaltuk, amely

elektrofizioldgiai szempontbdl a humén szivizomsejtek egyik legjobb modellje®®?.
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4. Anyagok és modszerek
4.1. A kamrai szivizomsejtek izoldldsa

Kisérleteinket kutydk szivének bal kamrajabdl enzimatikusan izolalt szivizomsejtjein
végeztik!>3. A sejteket vegyes nem( és fajtdju, altaldban 1-3 év koruli, ivarérett, kisérleti célra
tenyésztett dllatok szivébdl nyerttk. A 10-15 kg tomegl kutydk tdlaltatdsahoz
intramuszkularisan beadott 10 mg/kg ketamin-hidroklorid (Calypsol, Richter Gedeon Nyrt.,
Budapest, Magyarorszag) és 1 mg/kg xylazin-hidroklorid (Sedaxylan, Eurovet Animal Health BV,
Bladel, Hollandia) elegyét tartalmazd injekcidét haszndltunk. Az alkalmazott protokollunk
osszhangban volt a ,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (US NIH publikacios
szama: 85-23., 1996. évben atdolgozott verzid) és a Helsinki Deklaracio 1964-ben lefektetett
alapelveivel. A kisérleti protokollt jévahagyta a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatetikai
Bizottsaga is (engedély szama: 9/2015/DEMAB). Az &llatokon végrehajtott fajdalommentes
mélyaltatast akkor tekintettik megfelelének, amikor cornea reflex nem volt kivalthato,
valamint az allat nem reagalt fajdalomingerre.

A mellkast a bal oldali scapula cstcsat és a processus xyphoideust 6sszekdté vonal
mentén, a 4 vagy 5. bordakdzben nyitottuk meg, majd a szivet gyors kiemelést kdvetéen hideg
(4-8 °C) fizioldgids Tyrode oldatba (6sszetétel: 144 mM NaCl, 5,6 mM KCl, 2,5 mM CaCl,, 1,2
mM MgCl,, 5 mM HEPES (4-(2-hidroxietil) piperazin-1- etanszulfonsav), 10 mM glikdz, pH=7,4)
helyeztiik. Ezt kovetSen az anterograd szegmentperfuzios technikat alkalmaztuk, melyhez
el8szor a bal eliilsé leszalld korondriat kanulaltuk®>*. igy Langendorff apparatus segitségével
ezen koronadria vérellatasi tertletét perfundaltuk a szivizom extracellularis matrixat emészt6
enzimmel.

Az emésztést megel6z8en a vér és Ca?* eltdvolitdsa céljabdl a szivet mintegy 5 percen
keresztll Ca?*-mentes JMM oldattal (Minimum Essential Medium Eagle; Joklik-féle mddositas,
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) perfundaltuk. A JMM oldatot taurinnal (2,5 g/l),
piruvattal (175 mg/l), ribdzzal (750 mg/l), allopurinollal (13,5 mg/l), NaH,POs-tal (200 mg/l),
illetve NaHCOs-tal (1,4 g/l) egészitettlk ki. A perflzids oldatot karbogén gazzal (95 % O, + 5 %
CO,) kevertettlk és 37 °C-ra melegitve hasznaltuk. Ezutdn kovetkezett a mintegy 30-40 perc
Worthington Biochemical Co., Lakewood, NJ, USA), 0,2 % borju albuminnal (2 g/l, Fraction V.;
Sigma-Aldrich Co.) és 50 uM CaCly-del kiegészitett IMM oldattal végztink.
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Az emésztést kovetéen U alaku bemetszést ejtettiink a perfundalt és emésztett
terlleten, majd a bemetszett kamrafalbdl szike segitségével szabaditottuk ki a sejteket és Ca?*-
t tartalmazo JMM oldatban szuszpendaltuk. A sejteket 4 1épcss szlirési és tovabbi 2 1épcsbs
mosasi folyamatnak vetettlk ald, megtisztitva a szeparalt sejteket tartalmazé szuszpenziét a
szoveti tormelékektél. A folyamat sordn az oldat Ca?* tartalmat fokozatosan emeltik és
allitottuk fizioldgids értékre. Az elektrofizioldgiai kisérletekig a sejteket MEM tdpoldatban
(Minimum Essential Medium Eagle, pH=7,4, [Ca**] 2,5 mM, Sigma-Aldrich Co.) 15 °C-os
h&meérsékleten taroltuk.

A sejteket jelentds stressz érte az enzimatikus emésztés soran, ezért a sejtek
sejtszuszpenzidban daltaldban kb. 50 % volt az él6 sejtek ardnya, amelyek tégla alakuak, éles
szélekkel, valamint ép harantcsikolattal és tiszta citoplazmaval rendelkeztek. Kisérleteink soran
csak az ép, eld sejteket hasznaltuk fel. A sejtek altaldban az izolalast kdveté mintegy 36 6ran

belll voltak alkalmasak az elektrofizioldgiai mérésekre.

4.2. Elektrofiziologiai mérések

A sejteket 1 ml térfogatu plexikamraba helyeztik és folyamatosan bikarbonat pufferrel
kiegészitett Tyrode-oldattal perfundaltuk. A perfundald oldat 6sszetétele: NaCl 121 mM; KCl 4
mM; MgCl, 1 mM; CaCl, 1,3 mM; HEPES 10 mM; glikéz 10 mM; NaHCO3 25 mM; (pH=7,3;
NaOH-val bedllitva) volt, amely kb. 2 ml/perc sebességgel aramlott be a mérékadba a gravitacio
hatasara. A mér6kadban |év8 folyadék térfogatanak allandd értéken tartdsat folyamatos
elszivas biztositotta. A kisérletek soran a kddban |évé oldat hémérsékletét egy hGmeérséklet-
szabalyozoval (Cell MicroControls, Norfolk, VA, USA) 37°C-ra allitottuk be. A sejteket egy
rezgéscsillapité asztalon (Newport, Rochester, NY, USA) Faraday kalitkdban elhelyezett inverz
mikroszképpal vizualizaltuk. Az elektromos jeleket intracellularis erdsitékkel (MultiClamp 700A,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), analdg-digitdlis atalakitas utan (Digidata 1440A,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) pClamp 10 szoftverrel (Molecular Devices, Sunnyvale,

CA, USA) rogzitettik.

4.3. A szivizomsejtek akcids potencidljgnak elvezetése

Az akcids potencidlokat 3 M KCI-t tartalmazd, 20-50 MQ ellenallast boroszilikat

mikroelektrédakkal mértik. Az 1 s ciklushosszUsagu steady-state ingerlést egy elektronikus
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stimuldtorral (DS-R3; Fénixcomp Kft., Debrecen, Magyarorszag) eléallitott, 2 ms idétartamu, a
kiszobérték 120-130 %-anak megfelel§ nagysagu aramimpulzusokkal végeztik. Az AP-ket 50
kHz-es frekvencian digitalizaltuk, kiértékelésik soran, az AP morfologia id8beli
valtozékonysaganak csokkentésére, tiz egymast kovetd AP-bdl a kovetkezd paramétereket
hataroztuk meg, majd a 10-10 egymast kovetsd AP esetén kapott értékeket atlagoltuk: APDso,
APD7s és APDqgo értékek (az AP id6tartama a csucstdl a repolarizacié 50, 75 és 90 %-aig), a 0., 1.
és 3. fazis maximalis sebessége (V max, Vehimax és a V'max,), Nyugalmi membranpotencial (RMP),
tullovési potencial (OSP), APA (akciés potencidl amplitudd, amelyet az OSP és az RMP
kilonbségeként hataroztunk meg), Platdao és Platdso amplitidd (a nyugalmi membranpotencial
és a 90 %-os repolarizacioig eltelt idd 20, illetve 50 %-anal mért membranpotencial értékek

kozti kilonbség) valamint a membranpotencidl értéke az APDqp érték 50 %-anal (Platdso).

4.4. Az akcids potencidl repolarizdcio variabilitdsdnak elemzése

50 egymast kovetd akcids potencialbdl allo sorozatot rogzitettiink a korabban leirtak
szerint és offline elemeztik a repolarizacio révid tava variabilitdsanak (SV) becslése céljabdl a
kovetkez§ képlet segitségével:

i
_ Zn=1(|APDn+1 - APDnD
iv2

ahol SV a rovid tavu variabilitds, APD, és APDn+1 az n-edik és n+1-edik AP APDgo értékét

SV

jeloli, i pedig az elemzett egymast kdvetd AP-k szamat jelolit>>16, Az 50 egymdst kdvets APDgg

értékekbdl készitett Poincaré-diagram (8. dbra) segitségével szemléltettilk az SV-valtozasokat.

260
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8. dbra A révid tavu variabilitds (SV) szemléltetése Poincaré-diagram segitségével.
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Mivel az SV értéke erésen flgg az APDgo értékétsl>°, az SV legjobban az APD fuggvényében
itélhetéd meg. A repolarizacids variabilitds tovabbi elemzéséhez az egymadst kdveté APDgo
értékek kozotti kilonbségeket tartomanyokba csoportositottuk (20 ms alatt 1 ms-os
tartomanyokba, 20 ms felett pedig 5 ms-os tartomanyokba) és minden egyes sejtben
kiszdmitottuk a megjelenésiik valdszin(iségét™’. Ezutan ezen adatok atlagdt dbrazoltuk, hogy

szemléltessliik az APD értékek Utésrdl tésre torténd valtozékonysagat.

4.5. Fesziiltség-zar vizsgdlatok

A membrindramok rogzitése patch-clamp technikdval®® tortént teljes sejtes
konfiguracioban. A sejteket 37°C-on bikarbonat pufferrel kiegészitett Tyrode-oldattal
perfundaltuk (0sszetételét 1asd fentebb). Az ebbe meritett, belsé oldattal (K-aszpartat 100 mM;
KCl 45 mM; BAPTA 10 mM; HEPES 5 mM; K2 ATP 3 mM; MgCl, 1 mM; KOH 10 mM) feltoltott
boroszilikat Gveg mikropipettak hegye 2-3 MQ ellenalldssal rendelkezett. A pipettaoldat pH-jat
KOH segitségével 7,3-ra, ozmolalitasat géznyomdasos ozmomeéterrel (Vapro 5520, Wescor Inc.,
Logan, UT, USA) 287-290 mmol/kg-ra allitottuk be. A magas (1-10 GQ) ellenallast kapcsolat
(,gigaseal”) enyhe szivassal torténd létrehozasa utdn a mikropipetta csucsa alatti sejtmembrant
tovabbi szivassal, esetleg fujassal, és/vagy 1,5 V-os elektromos impulzusok 1 ms-ig torténd
alkalmazasaval megbontottuk. A soros ellendllads jellemz&en 4-6 MQ volt a kompenzacio elbtt
(altaldban 50-80 %). A kisérleteket elvetettlk, ha a soros ellenallds magas volt vagy a mérés
soran jelent8sen megndtt.

Az ionaramok normalizalasa a sejtkapacitdsra tortént, amit a -80 mV-os
tartofesziltségrél 20 ms hosszu, 0 mV-ra torténd depolarizaciot kdvetd, 45 ms hosszu, -10
mV-ra torténd hiperpolarizald impulzusok alkalmazasaval hataroztunk meg. A sejtkapacitas
atlagos értéke 144,1 + 3,8 pF volt a vizsgdlt karidomiocitak atlagaban. A kisérletekben
alkalmazott feszlltségprotokollt és az oldatok kdzotti esetleges kiildnbségeket az eredmények
relevans részében ismertetem.

Az akcids potencial fesziltség-zar kisérleteket a kordbban leirt hagyomanyos fesziltség-
zarhoz hasonld modszer szerint végeztik és a jeleket 50 kHz-es frekvencian digitalizaltuk. A
kisérletek soran a sejteket egy uUgynevezett "kanonikus" AP-val ingereltiik, mely egy
midmiokardialis sejten 700 ms ciklushosszusagu ingerlési frekvenciaval korabban rogzitett,

atlagos alaku AP.
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A CBA-érzékeny dramot farmakoldgiai kivondssal kaptuk: a 10 uM CBA jelenlétében
rogzitett daramjeleket kivontuk a kontrollban (Tyrode-oldatban) mért jelekbdI*>31>°. A 10 uM
CBA-val kezelt sejteket (Tocris Bioscience, termékszam: 6724) 5 percig perfundaltuk CBA-val,
amit 5 perces kimosas kovetett. A CBA-t tomény DMSO-ban oldottuk. Az ABT-333-érzékeny
aram meghatarozasa szintén farmakolodgiai kivonassal tortént. 1 uM ABT-333 mintegy 15 perc
hosszU alkalmazasat 20 perces kimosas kovette. A magasabb ABT-333 koncentraciok
alkalmazasakor (1-3-10-30 uM) minden koncentraciot koztes kimosas nélkil, egyenként 5
percig alkalmaztunk. Az ABT-333-at szintén tomény DMSO-ban oldottuk. A végsé DMSO-
koncentracié a CBA-s kisérletek esetében 0,1 % volt, az ABT-333-as kisérletek esetében 1,5 %
volt a legmagasabb, 30 uM ABT-333 alkalmazasakor, ami nem befolyasolta a vizsgalt fizioldgiai

paraméterek egyikét sem.

4.6. A hERG-dramok régzitése

Kisérleteink kdvetkez6 szakaszaban feszlltség-zar technikaval, teljes-sejt elrendezésben
hERG-csatornakat stabilan expresszalé HEK sejteken iondramot vizsgatunk. Az dramot Digidata
1550B analog-digitalis atalakitoval vald konverzid utdn Axopatch 200B er@sit6kkel mértik
(Molecular Devices, San Jose, CA, USA). A 3-5 MQ ellenalldasu mikropipettdkat GC 150F-15
boroszilikat Uvegkapillarisokbdl (Harvard Apparatus, Hollister, MA, USA) harom lépésben
haztuk. A sejteket a mérés el6tt kozvetlendl a regisztrald Petri-csészében kontroll oldatban
(kolin-klorid 140 mM; KCI 5 mM; MgCl, 2 mM; CaCl; 2 mM; glikdz 20 mM; HEPES 10 mM és
CdCl; 0,1 mM; pH = 7,35 (NaOH-val bedllitva)) tartottuk. A mérésekhez a patch-pipettaban
hasznalt oldat (belsé oldat) 6sszetétele: KCI 140 mM; HEPES 10 mM; MgCl; 2 mM; és EGTA 10
mM; pH = 7,3 (KOH-val beallitva).

Annak vizsgalatdra, hogy a toltéshordozé K* volt-e, pozitiv kontrollként, emelt kalium
koncentracidju oldatot (dsszetétel: KCI 150 mM; HEPES 10 mM; gliikdz 5,5 mM; MgCl, 1 mM;
CaCl; 1 mM; pH = 7,3 (KOH-val beadllitva)) hasznaltunk.

Az ABT-333-at 1, 3, 10 és 30 uM koncentracidra higitottuk. Mivel az ABT-333 DMSO-ban
oldddott, a kontroll oldathoz 1,5 % V/V aranyban DMSO-t is adtunk. Az oldatcserét gravitacios
aramlasu rendszerrel valdsitottuk meg, a felesleges folyadék folyamatos eltdvolitasaval. A
feszlltség-zar mérésekhez -80 mV-os tartéfesziltséget hasznaltunk. A patch-clamp adatokat a
pClamp10 program (Molecular Devices, San Jose, CA, USA) segitségével rogzitettik. Az

aramokat az erGsit6kbe beépitett analdg négypdlusu aluldtereszté Bessel-sz(iré segitségével
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sz(rtlk és 20 kHz-es mintavételezéssel rogzitettik. Az elemzés el6tt a sejtek teljes aramgorbéit
digitdlisan dtpontos boxcar simitdsnak vetettik ala. A kisérleteket szobah&mérsékleten (20-
24°C) végeztik. Az adatok megjelenitéséhez és elemzéséhez a Clampfit 10.7 (Molecular
Devices, San Jose, CA, USA) és a Graphpad Prism 7 (Graphpad, San Diego, CA, USA) programot
hasznaltuk.

A G-V gorbéket a farokaramok normalizaldsaval hoztuk létre és Boltzmann-egyenlettel:

1

V1/2—V
1+e «k

illesztettik, ahol k a meredekség, V a membranpotencial és V1/2 a félérték fesziltség.

G =

A koncentracio-hatds gorbét Hill-egyenlettel:

1
RCF = ————
C [C]nH
1+ —=57
1Cs

illesztettik, ahol RCF a megmaraddé aramhanyad, nH a Hill-koefficiens, [c] az ABT-333
koncentracid és az ICsp a félgatld koncentracid. Az RCF értékét a kdvetkezd egyenlettel
szamoltuk: RCF = Ias1-333/ lkontroll, @ahol lasr-333 az ABT-333 jelenlétében mért farokdram, lkontroll
pedig a kontroll oldatban mért farokaram.

Az id6flggést egyexponencidlis egyenlettel illesztettik:

-t

ahol Yo az Y értéke (t)=0 id6pillanatban, C a pulzus végén mért dram és t az id6allando.

4.7. Fehérjeminta el6készitése és Western blot analizis

A Western blot kisérletekhez teljes sejtlizatumokat allitottunk el kutyak bal kamrai
szivizomsejtjeibdl és sziv szovetmintakbdl (a sziv négy Uregének falabdl izoldlva) mechanikai
modszerekkel: a szovetmintakbdl szarmazd sejtlizatumokat a sejtek rozsdamentes
acélgolydkkal torténd roncsolasaval, mig az izoldlt kamrai sejteket szonikacioval.

A fehérjekoncentraciét BCA (Bicinchoninic acid) fehérje-teszttel (Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA) hataroztuk meg, majd a mintakat SDS-PAGE-nek (Sodium Dodecyl Sulfate—
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) vetettlk ald (10 %-os gélek, sdvonként 20 pg fehérjével
toltve) és nitrocelluldz membranokra (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) vittlk at.

A membranokat PBS (Phosphate Buffered Saline) alapl 5 %-0s, nem-zsiros tejport
tartalmazé oldattal blokkoltuk, majd anti-TRPM4 primer antitestekkel (OriGene Technologies,
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Rockville, MD, USA, TA500381, OTI10H5 klon, egér-IgG, poliklondlis, 1:1500) inkubaltuk,
amelyet HRP-konjugalt szekunder antitest jelolés kovetett 1:1000 higitdsban. Az primer-
szekunder antitest komplexeket egy erdsitett kemilumineszcenciaju Western blotting Pico vagy
Femto kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) segitségével, detektaltuk egy Fujifilm Labs-3000
készllékkel.

A membranokat ezutan (a TRPM4 elleni antitest lemosasa) a-aktinin-specifikus
jelolésnek vetettlik ald (1:1000; Santa Cruz BioTechnology, Dallas, USA). Az expresszios szintek
szamszer(sitéséhez hattérrel korrigdlt denzitometriat végeztink Imagel (NIH, Bethesda, MD,
USA) segitségével. A TRPM4-specifikus savok optikai slirliségét a mintdk a-aktininre specifikus

savjara normalizaltuk.

4.8. Statisztikai analizis

Minden érték szamtani atlagként + az atlag standard hibdjaként (SEM) szerepel.
Tekintettel a sejtek kodzotti bioldgiai valtozékonysagra, a statisztikai vizsgalatokban minden
egyes sejtet flggetlenként kezeltlink, bar ugyanabbdl az allatbdl tobb sejtet is nyer(het)tink. A
munkdaban az n értékek a vizsgalt sejtek szamat jelzik. A kiilonbségek statisztikai szignifikanciajat
JASP programban (verzio: 0.16.3.0) eloszlds és szérashomogenitas vizsgalatat kovetden
egyiranyl ANOVA, majd Student féle t-préba segitségével értékeltik. A kilonbségeket akkor

tekintettik szignifikansnak, ha a p kisebb volt, mint 0,05, amit a grafikonokon csillagok jeleznek.
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5. Eredmények
5.1. A TRPMA4 fehérje expresszidja

A fehérje expresszios vizsgalatokhoz 6t allatbdl gydjtottiink szovetmintakat és izolalt bal
kamrai sejteket. A fehérjék elektroforézissel torténd szétvalasztasat és az azt kovetd megfelels
antitestekkel torténd jeldlést minden mintanal legalabb kétszer végeztik el. A TRPM4 a sziv mind
a 4 Uregének faldaban, valamint izolalt bal kamrai sejtjeiben is kimutathatd volt (9. dbra). A TRPM4
expressziojat minden esetben az a-aktinin expresszidjara normalizaltuk. A relativ expresszid
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
pitvarbdl, bal pitvarbdl, jobb kamrabdl, bal kamrabdl és izolalt bal kamrai sejtekbdl szarmazo

mintak esetében, melyek kdzott nem volt szignifikans kildnbség.
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9. dbra A TRPM4 expresszioja a kutyasziv kiilénbézé részeiben.

Reprezentativ Western blot képek a TRPM4 (A) és az a-aktinin (B) expresszidjdval a
képen feltiintetett mintdkban. A jobb oldali molekulatémegek a balrdl az 5. sdvban ldthato
fehérje létrdra vonatkoznak. Az a-aktinin expressziora normalizdlt TRPM4-expresszio (C) dtlag +
SEM értékei a kiilénbbz4, oszlopok tetején jelolt mintdkban. Az dllatok szdma minden esetben 5
volt és legalabb 8 fliggetlen blotot elemeztiink.

Yy

Az AP-ket 3 M KCl-dal t6ltott hegyes mikroelektrodakkal rogzitettiik, amely technika a
legkozelebb all a fizioldgids helyzethez (véltozatlan intracelluldris tér, nem pufferelt Ca?*
koncentracidval). Hat allatbdl izolalt nyolc sejtet 5 percig 10 uM CBA-val perfundaltuk, majd a
kisérlet végén 5 perces kimosasi periédust alkalmaztunk. Az AP paraméteinek atlagat jol
reprezentald AP és annak id@ szerinti elsé derivaltja lathaté a 10. abran. A CBA nem valtozatta
meg a nyugalmi membranpotencialt (RMP), a tullovési potencialt (OSP), a membranpotencial

APD id6tartamanak felénél mért értékét (Platdso) és a 3. fazis maximalis sebességét (Vmax) (1.

tablazat).
RMP (mV) OSP (mV) Plat6so (mV) Vmax (V/s)
Kontroll kérilmények kozott -86,3+0,9 31,0+ 2,1 1,3+3,0 -1,5+0,1
10 uM CBA jelenlétében -85,2+1,4 32,4+1,9 3,5+4,6 -1,6+0,1
CBA kimosasa utan -84,8+ 1,5 29,7+1,7 3,4+4,1 -1,5+0,1

1. téblazat A CBA dltal nem befolydsolt AP paraméterek 6 dllatbdl szarmazo 8 sejten
vizsgadlva
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10. dbra A CBA hatdsa a kutya bal kamrai sejtek akcids potencidljaira (AP).

Reprezentativ AP-k (A), amelyeket kontroll kériilmények kézétt (fekete), a TRPMA4
inhibitor 10 uM CBA jelenlétében (piros) és a CBA kimosdsa utdn (z6ld) régzitettiink. Az AP-k
kezdeti része (B) és termindlis repolarizacicja (C) nagyitva. A (B) panel gérbéinek elsé derivdltja
(D), amely a depolarizacio és a korai repolarizdcio (1. fazis) maximdlis sebességeit (V*max), illetve
(Venmax) szemlélteti. A (C) panel gérbéinek elsé derivaltia (E), amely a késéi repolarizacio
maximadlis sebességét (V max) mutatja. A (B) és (D) panelen a jobb Idthatdsdg érdekében 15 és
18 ms kézétt az ingerlési artefaktumokat és azok derivdltjdt csékkentettiik.
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A CBA jelenlétében az AP id6tartamanak rovidilésére minden vizsgalt repolarizacids
szinten mutatkozott tendencia. Az AP id&tartama (APD) az AP csucstdl a repolarizacié 50, 75 és
90 %-dig (rendre APDso, APD7s és APDqo) az alabbiak szerint csokkent CBA jelenlétében: APDso:
214,7 £ 22,3 ms versus 191,9 + 18,2 ms (p = 0,09); APD7s: 254,2 + 21,2 ms versus 229,0 +
17,4 ms (p = 0,07); APDgo: 266,8 + 21,0 ms versus 241,1 £ 17,0 ms (p = 0,07). A CBA jelent&sen
és szignifikdans mértékben csdkkentette a depolarizacid maximalis sebességét (V max: 133,2
12,9 V/sversus 113,1 + 13,6 V/s). A korai repolarizacié maximalis sebessége szintén szignifikans
mértékben csokkent CBA-ban (Vephimax: -5,1 + 1,2 V/s versus -3,9 + 1,0 V/s); az APA értéke
azonban szignifikans mértékben nétt (114,7 + 1,8 mV versus 117,6 £ 1,4 mV) (11. A-D abra).
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11. ébra A CBA hatdsa az akcids potencidl paramétereire.

Az AP paramétereket bemutatd diagramok kontroll kériilmények kézétt (BTY, fekete),
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CBA jelenlétében (10 uM, piros) és a CBA kimosdsa utdn (z6ld). 6 dllatbdl szdrmazo 8 sejtben
mért repolarizdcid 90 %-dndl mért akcids potencidl idétartam (A), akcids potencidl amplitudd
(APA) (B), depolarizdcio maximdlis sebesség (V'max) (C) és korai repolarizdcié maximdlis
sebesség (Venimax) paraméterek dtlag + SEM értékei. (E) Ugyanezen négy paraméter kontroll
kériilményekre normalizdlva dtlag + SEM értékei a CBA jelenlétében (piros oszlopok) és a CBA
kimosdsa utdn (z6ld oszlopok). A csillagok a kontrollhoz képest statisztikailag szignifikdns
ktlénbségeket jelzik.

Az APD7s és az APDgo esetében a statisztikai szignifikancidt csak az abszolut értékek
normalizaldsa utan értik el. Az APD75 91,0 + 3,6 %-ra, az APDgo pedig 91,3 + 3,4 %-ra csokkent
a CBA jelenlétében (11.E dbra). Kimosaskor a CBA szinte minden fent emlitett hatdsa reverzibilis
volt (11. dbra), az egyetlen kivétel a depolarizacido maximalis sebessége volt, a V max 114,9 + 10,4

V/s maradt a kimosas utan.

5.3. A CBA hatdsa a repolarizacio révid tavu variabilitdsdra

A kamrai repolarizacié rovid tavu variabilitdsanak elemzését ugyanezen nyolc vizsgalt
sejtben végeztik el. Az APDqg a sziv AP-k id6tartamanak kozelitésére szolgalt, abbdl szamoltunk
a modszereknél leirtak szerint SV és relativ SV értékeket. A 12.A abran lathatd reprezentativ
Poincaré-diagram az AP-k reverzibilis rovidilését mutatja 10 uM CBA jelenlétében. Az SV értéke
(12.B dabra) szignifikansan kisebb, mintegy 27 %-kal alacsonyabb volt a CBA-ban a kontroll
korilményekhez képest (4,8 £ 0,9 ms versus 3,2 + 0,4 ms). Ez a csokkenés reverzibilis volt (SV a
kimosds utan: 4,2 + 0,9 ms). Mivel az SV értéke magatdl az APD-t6l fligg, ezért az SV értékeket
a megfelel6 APD értékek figgvényében abrazoltuk, hogy szemléltessik a CBA hatdsat és annak
reverzibilitdsat (12.C dbra). Tovabba, az egymast kdvetd APDgo értékek kiildnbségeinek szorasat
bemutatd kumulativ eloszlasi gorbe a CBA jelenlétében reverzibilis mddon eltolédott a kisebb

APD kulonbségek felé (12.D abra).
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12. dbra A kamrai repolarizdcio révid tdavu variabilitdsa.

(A) Egy reprezentativ kisérlet Poincaré-diagramja, amely az egymdst kévetd APDgo

értékeket mutatja kontroll kériilmények kézétt (fekete négyzetek), 10 uM CBA jelenlétében
(piros teli kérék) és a CBA kimosdsa utdn (z6ld hdromszdgek). (B) A kamrai repolarizdcio révid
tavu variabilitdsanak (SV) dtlag + SEM értékei, amelyeket 6 dllatbdl izoldlt 8 sejtben kaptunk.

(C) Az SV dtlag + SEM értékei az APDqo értékek dtlag + SEM értékeinek fliggvényében. (D) 6
dllatbol szarmazo 8 mérésbél készitett, eqymdst kbveté APDqg kiilbnbségek teljes valdszinlsége
kontroll (fekete), CBA (piros) és kimosds utdni (z6ld) kériilmények kézétt. A csillagok

statisztikailag szignifikdns kiilénbségeket mutatnak a BTY-hez képest.
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5.4. Az APVC technikdval mért CBA-érzékeny dram

Ezt kdvetéen meg akartunk bizonyosodni arrél, hogy a CBA szelektiva TRPM4-re, vagyis
a megfigyelt hatdsok nem a TRPM4-tél eltéré iondramok CBA altali befolydsoldsa miatt jottek
|étre. Ezért teljes sejtes patch-clamp méréseket végeztiink 10 mM BAPTA-t tartalmazé belsd
oldattal. A BAPTA puffereli az intracellularis Ca?* tartalmat és igy megakadalyozhaté a TRPM4-
csatorndk aktivaldédasa. Kisérleteinkben a CBA alkalmazdsat csak akkor kezdtik meg, ha
meggy6z8dtink a BAPTA alkalmazasra jellemz& AP nyulasrol.

A CBA-érzékeny dramokat (lcga) harom allatbdl izoldlt 6t egyedi sejtben mértik és
normalizaltuk a sejtkapacitasra a Mddszerek 4.5. pontban leirtak szerint. Az lcga rovid kifelé
iranyuld komponenssel rendelkezett az AP korai repolarizadcids fazisaban (13.E dbra) és egy
sokkal hosszabb befelé irdnyuld komponenssel az AP tovabbi részében (13.B dbra). Az dramok
részletes elemzését a 2. tablazat foglalja 6ssze, ahol az Ikimosss arammeérések eredményei (10
1M CBA kimosdsa utan rogzitett aramgorbe kivondsa a kontroll koértlmények kdzott (Tyrode-
oldatban) mért daramgdrbébdl) is szerepelnek.

Az egyik sejt esetében a befelé iranyuld csucs sokkal késébb jelentkezett (lcga €s az
lkimosas €setében az AP csucspontja utan 141, illetve 145 ms-mal), mint a tébbinél, ezért azt
kizartuk az atlagolasbol. A CBA hatdsa reverzibilis volt (13.C és 13.F dbra), amint azt az lcga és az
lkimosas kOzOtti statisztikai szignifikancia jelzi bizonyos paramétereknél (2. tablazat). A
reverzibilitast a CBA legtdbb, hagyomanyos mikroelektrédakkal régzitett AP paraméter kapcsan

is tapasztaltuk (10-12. dbra).
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13. dbra Akcios potencidl fesziiltség-zdr mérésekkel régzitett CBA-érzékeny dram.

(A) A stimuldciohoz haszndlt fesziiltség parancsjel (kanonikus AP). (B) A 3 dllatbdl izoldlt
5 sejtben kapott CBA-érzékeny dramsdiriiség dtlaga (folytonos piros vonal) + SEM (szaggatott
vonalak). (C) A CBA kimosdsa utdn a kezdeti 5 sejtbél 4-ben mért dramslrliségek dtlaga
(folytonos z6ld vonal) + SEM (szaggatott vonalak). (D-F) A megfelelé bal oldali panelek 15 és 30
ms kdzotti részei kinagyitva.

39



lcaa Ikimosas
1,38+£0,32 0,16 £ 0,06
*Korai kifelé irdnyuld cstcsaram denzitas (pA/pF)
(n=5) (n=4)
2,33+0,48 3,49+0,47
Korai kifelé iranyuld dramcsucs ideje az AP csucstél mérve (ms)
(n=5) (n=4)
3,94+ 1,58 0,54 +0,22
A kifelé irdnyuld komponens altal szallitott toltés (fC/pF)
(n=5) (n=4)
-0,53 £ 0,06 -0,25 + 0,07
*Befelé irdnyuld csuicsaram denzitas (pA/pF)
(n=5) (n=4)
11,73 £0,67 9,41+3,34
Befelé irdnyuld dramcsucs ideje az AP csucstél mérve (ms)
(n=4) (n=3)
-55,33+11,42 | -19,68 £9,03
*A befelé irdnyuld komponens éltal szallitott toltés (fC/pF)
(n=5) (n=4)
-0,35+0,07 -0,13+£0,09
*A befelé irdnyuld dramdenzitas a Platdso-nél mérve (pA/pF)
(n=5) (n=4)

2. tdbldzat A CBA- és a kimosds szenzitiv dram paraméterei APVC-kisérletekben.

Az adott paraméterek lcga €s Ikimosis €rtékei kdzotti szignifikans kildnbségeket a
paraméter neve el6tt csillaggal jeléltiik.

5.5. A CBA hatdsa a repolarizdcié iondramaira

Az APVC-kisérletek eredményei azt sugalltdak, hogy a CBA a TRPM4-en kivil mas
ioncsatornakat is befolydsol. A CBA-érzékeny aramprofil alapjan a CBA altal kivaltott gatlas
lehetséges célpontjai a tranziens kifelé irdnyuld K* dram (lvo) és az L-tipust Ca®* dram (lca,L). Ezért
ezeket az ionaramokat hagyomanyos feszlltség-zar technikaval kilon-kilon is megvizsgaltuk.
Az 5.4. szakaszban bemutatott APVC kisérleteinkhez hasonléan BAPTA-tartalmu belsé oldatot
haszndltunk a TRPM4-csatorndk aktivalédasanak megakadalyozasara.

Az o aramokat 1 uM nisoldipin és 1 uM E4031 jelenlétében rogzitettiik, hogy blokkoljuk
az lcaL és a késGi egyeniranyitd K* aram gyors komponensét (lk). Az o aramot 10 kHz-es
mintavételezéssel, -80 mV-os tartépotencidlrél 200 ms hosszusdgu, +60 mV-ra torténd
depolarizaciéval aktivaltuk 0,2 Hz-es ingerlési frekvencia mellett. A depolarizacié elétt 5 ms-
ig -40 mV-ra torténd el6impulzust alkalmaztunk a gyors Na* aram aktivaldsa, majd inaktivalasa

érdekében. Az I, amplitidot az aramcsucs és a fenntartott komponens kozotti kiildnbségként
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mértik. A CBA 20,4 + 6,2 %-kal csokkentette az I amplitidot (16,0 + 1,8 pA/pF arams(rlségrol
12,5 + 1,4 pA/pF-re) az 6t allatbdl izoldlt hét vizsgalt sejten (14. A-B abrak). Ez a gatld hatas
teljesen reverzibilis volt (kimosas utani aramsdriség: 15,9 + 2,0 pA/pF).

Az lcaL mérések soran a kilsé Tyrode-oldat 1 uM E4031-et és 1 uM HMR1556-ot
tartalmazott az Ik és a késdi egyeniranyitd K* dram lassi komponensének (lks) blokkoldsara,
valamint 3 mM 4-AP-t az | blokkoldsara. Az lcs, aktivalasat 400 ms hosszusagu, +5 mV-ra
torténdé depolarizacidval értik el, amely a -80 mV-os tartépotencialrdl az lo-ndl szereplével
megegyez6 ingerlési frekvencia és mintavételezés mellett. A tesztimpulzust révid (20 ms)
depolarizacio el6zte meg -40 mV-ra, hogy aktivaljuk, majd inaktivaljuk a gyors Na* aramot. Az
lca,L amplitudot az dramcsucs és a fenntartott komponens kozotti kildnbségként mértik. A CBA
nem volt hatdssal a sejtkapacitasra normalizalt aramamplitidora (kontrollban -9,4 + 0,6 pA/pF,
CBA jelenlétében pedig -9,3 + 0,8 pA/pF) a négy allatbdl nyert nyolc sejtben mérve (14. C-D
abrak).

Tekintettel arra, hogy a CBA nem befolydsolta az IcaL dramot, az lcea esetében tapasztalt
inward aram a kés&i natriumaram (Ina 1) CBA altali gatldsanak lehetett a kovetkezménye. Az InaL
mérések soran a Tyrode-oldat 1 uM nisoldipint, 100 nM dofetilidet és 100 uM chromanol-293B-
t tartalmazott a Ca®* és K*-dramok gatlasdhoz. A -120 mV-os tartépotencialrdl inditott, 2 s
hosszU -20 mV-ra térténd tesztimpulzusokat 0,2 Hz-es ingerlési frekvencidval és 5 kHz-es
mintavételezéssel alkalmaztuk. Az Ing-t 20 UM TTX érzékeny aramként hatdroztuk meg,
amplituddjat pedig az impulzus kezdete utdan 50 ms-mal olvastuk le. Az aramintegral
meghatarozasanal a kezdeti 20 ms-ot kizartuk az értékelésbdl, annak érdekében, hogy
minimalizaljuk a korai natrium dramcsucsnak az integralhoz valé hozzajarulasat. A CBA 47,3 +
7,0 %-kal csokkentette az Ina,L értékét az ot allatbdl izolalt kilenc vizsgalt sejtben (-0,70 £ 0,12
pA/pF és -0,33 + 0,07 pA/pF) (14. E-F abrak). Ez a gatld hatas nagyrészt reverzibilis volt
(kimosasa utan -0,56 + 0,08 pA/pF dramslriség). Hasonlé eredményeket kaptunk, amikor az
Ina,L integraljdt hataroztuk meg (a teljes toltés értékei rendre -160,9 + 36,1, -60,0 + 16,6 és -
117,8 £ 21,1 mC/F voltak, kontrollban, CBA jelenlétében, illetve annak kimosasa utan).

Az lxk1-et 50 uM BaCly-érzékeny dramként definidltuk, amit egy 300 ms hosszu, 0 mV-
tol -135 mV-ig tartd rdmpa-protokollal mértlink. A CBA nem befolyasolta a négy allatbdl nyert
hét vizsgalt sejtben az Ixi-et (2,09 + 0,33 pA/pF és 2,11 + 0,36 pA/pF aramslir(iség értékek -50
mV-on mérve kontrollban és CBA jelenlétében) (14. G-H abrdk). A CBA kimosdsa utan az

arams(ir(iség 2,29 + 0,44 pA/pF volt.
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14. abra A CBA hatdsa a hagyomdnyos fesziiltség clamp technikdval mért iondramokra.

Kontroll kériilmények kézétt (fekete), CBA jelenlétében (10 uM, piros) és a CBA kimosadsa
utan (zold) felvett adramgorbék. (A) Reprezentativ I, dramok. (B) Az dramslirliség értékek dtlag
+ SEM értékei 5 dllatbdl szarmazd 7 vizsgdlt sejten. (C) Reprezentativ Icq dramok. (D) 4 dllatbol
szdrmazd 8 vizsgdlt sejtben kapott Icai dramslrliség értékek dtlaga + SEM értékei. (E)
Reprezentativ TTX-érzékeny (Ina,) dramok. (F) 5 dllatbdl szarmazo 9 vizsgdlt sejtben kapott Ing,.
dramsliriiség értékek dtlaga + SEM értékei. (G) Reprezentativ BaCl>-érzékeny (Ix1)dramok. (H) 4
dllatbol szdrmazd 7 vizsgdlt sejtben kapott Ix1 dramsliriiség értékek dtlaga + SEM értékei. A
csillagok a kontrollhoz képest statisztikailag szignifikans kiilénbségeket mutatnak.
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5.6. 1 uM ABT-333 megnyuijtotta a bal kamrai akcids potencidlt

El&szor a kutydk bal kamrai sejtjeit 1 uM ABT-333-mal perfundaltuk. Ezen kisérletek
soran az ABT-333 perfuzidja 15 percig tartott, amelyet 20 perces kimosas kovetett. Az ABT-333
perfuzid el6tt rogzitett utolsd tiz akcids potencidlt tekintettik kontrollnak és elemzett
paramétereiket atlagoltuk: bikarbonat puffert tartalmazé Tyrode-oldat (BTY). Az ABT-333
hatasanak a kimosas el8tti utolso tiz AP atlagat tekintettik, mig a 20 perces kimosast kovetd tiz
AP atlagat Kimosasként jeloltik.

Az 1 uM koncentracidban alkalmazott ABT-333 noévelte a bal kamrai sejtek AP
id6tartamat 258,3 + 15,4 ms-rél 277,4 + 15,3 ms-ra (15. A, B abra), ami 7,84 + 3,09 %-0s
novekedést eredményezett az AP id6tartamaban az AP csucstdl a repolarizacié 90 %-aig
(APDgp). Az AP megnyulds nem volt statisztikailag szignifikdns az APDsg esetében (p = 0,08), de
a megnyuldsi tendencia kimosasra reverzibilis volt, csakigy, mint az ABT-333 altal kivaltott
APDgo nOvekedés. Az ABT-333 szignifikansan, de nem reverzibilis médon csdkkentette a 0. fazis
(15. C dbra) és az 1. fazis maximalis sebességét (Vprimax, 15. D dbra) a kontroll 82,8 + 5,1 illetve
51,6 + 11,3 %-ara. Mds AP paraméterek, mint példaul az APA, az APDsp és az APDgg, az OSP, az
RMP, a Platdzo és Platdso amplitudok, valamint a V' max értékei nem valtoztak (3. tablazat).

Egészséges oOnkénteseken végzett vizsgdlatok alapjan az ABT-333 terapia soran
alkalmazott dézissal az elérheté maximalis ABT-333 plazmakoncentracio értéke 1 nM. Mivel az
altalunk vizsgalt koncentraciok egy nagysagrenddel magasabbak, mint a gydégyszeres kezelés
soran elérhetd plazmakoncentracio, igy az ABT-333 terdpids koncentraciojanak (1 nM) akcios
potencidlra gyakorolt hatdsait is vizsgaltuk, melynek eredményeit a 4. tablazat foglalja 6ssze.
Vizsgalataink alapjan az 1 nM terdpids koncentracié az AP semmilyen paraméterére nincs

szignifikans hatdssal (4. tablazat).
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15. abra Az 1 uM ABT-333 hatdsa a bal kamrai AP-re.

(A) Reprezentativ akcids potencidlok. A fekete gérbe a BTY-ben (kontroll) mért AP, a piros
1 uM ABT-333 jelenlétében, mig a sziirke a kimosds utdn mért AP. (B-D) Az AP paramétereket
bemutatd diagramok kontroll dllapotban (BTY, fekete), ABT-333 jelenlétében (1 uM, piros) és az
ABT-333 kimosdsa utadn (sziirke), ahol a teli rombusz szimbdlumok az egyedi értékeket, a kérék
az dtlagokat, a vonalak pedig a + SEM értékeket mutatjak. (B) A repolarizdcio 90 %-andl mért
akcids potencidl id6tartam (APDas), (C) a depolarizdcio maximdlis sebesség (V*max) és (D) a korai
repolarizacid maximdlis sebesség (Venimax) értékei, amelyeket 4 dllatbdl izoldlt 8 vizsgdlt
sejtben kaptunk. A csillagok a kontrolltdl vald statisztikailag szignifikans kilénbséget jelzik (p <
0,05).
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Paraméter BTY (Kontroll) 1 uM ABT-333 Kimosas
APA (mV) 108,9+ 2,5 106,4 £ 3,0 105,7+£ 3,6
APDso (ms) 220,0+ 13,1 236,7+13,3 225,5+15,0
APDgo (ms) 258,3+15,4 277,4+£15,3 264,2+17,5
APDso/APDgo 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
Vehimax (V/s) -4,00 +£1,28 -1,79£ 0,67 -1,29£ 0,50
Platd2o amplitudd (mV) 106,6 +1,9 107,3+£2,4 107,01 2,5
Platdsp amplitudd (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
Vmax (V/s) -1,72 £ 0,08 -1,64 £ 0,07 -1,65 £ 0,08

3. tdblazat Az 1 uM ABT-333-mal kapott AP paraméterek.

A vastag betiivel szedett értékek szignifikdns kiilénbséget jeleznek a BTY-hez (kontroll)

képest (p < 0,05). Az adatok 4 dllatbdl szdrmazd 8 sejt dtlaga + SEM.

Paraméter BTY (Kontroll) 1 nM ABT-333 Kimosas
APA (mV) 121,5+1,6 117,4+4.,5 120,7+5,1
APDso (ms) 168,7 + 12,7 157,0 + 11,2 142,7 27,2
APDgo (ms) 230,4+11,7 2209+ 11,5 2096 27,8
APDso/APDgo 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
Vphimax (V/s) -10,80 £ 3,55 -9,18 £ 2,82 -6,95 £ 3,28
Platdao amplitudd (mV) 98,4+1,3 95,2+3,0 93,1+5,2
Platdso amplittdd (mV) 80,8+ 1,8 77,1+3,1 74,8+5,0
RMP (mV) -82,7t1,4 -82,3%£3,2 -88,5%2,2
V¥ max (V/s) 305,8 £ 15,1 253,9+22,6 258,8 £ 14,5
Vmax (V/s) -1,25+0,12 -1,19+£0,15 -1,13+£0,11

4. tabldzat 1 nM ABT-333-mal kapott AP paraméterek
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Az adatok dtlag + SEM értékek amelyeket 2 dllatbdl nyert 5 sejten mértiink Kontrollban
és ABT 333 jelenlétében, valamint 1 dllatbdl nyert 3 sejten a Kimosds alatt.

5.7. Az ABT-333 koncentrdciofiiggé hatdsa a kamrai akcids potencidl paraméterekre

Miutan kimutattuk a kutya bal kamrai AP 1 uM ABT-333 altal kivaltott megnyulasat, a
magasabb ABT-333 koncentraciok hatasat kumulativ modon ellendriztik, koncentracionként 5
perces, 1 és 30 uM kozotti, ndvekvé ABT-333 perfuzidjaval. A magasabb ABT-333 koncentracidk
jelenlétében gyakran észleltlink korai utddepolarizaciét (EAD). E kisérletek AP paramétereit az

5. tablazat foglalja Ossze.

Paraméter BTY ABT-333 ABT-333 ABT-333 ABT-333
(Kontroll) (1 uMm) (3 uM) (10 um) (30 um)
APA (mV) 1159+2,5 115,6+2,4 1170+ 2,6 117,5+£2,5 1159+1,6
APDsp (ms) 198,8 +14,4 213,8+14,2 252,2+225 2739+%253 2843+294
APDgo (ms) 223,8+149 2386+13,6 281,7+21,7 317,4+26,5 3175%28,7
APDso/APDqgg 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
Venimax (V/s) -7,44+147 -6,69+140 -599+1,37 -4,21+101 -3,63+1,15
Platd,o amplitudd (mV) 102,3+£1,2 103,4+1,5 106,8+1,8 108,6 £ 2,2 110,7+1,9
Platéso amplitudd (mV) 84,9+1,2 84,5+2,2 86,3+1,5 84,4126 83,625
RMP (mV) -81,3+12 -82,3£16 -83,0+£1,1 -82,2+1,2 -83,1£18
V*max (V/s) 189,6 £22,6 169,5+18,0 167,4+151 1524+14,3 123,5+210
Vmax (V/3) -1,78+0,08 -1,71+0,09 -1,69+0,07 -1,53+0,07 -1,42+0,09

e

A vastag betiivel szedett értékek szignifikdns kiilénbséget jeleznek a BTY-hez (kontroll)
képest (p < 0,05). Az adatok 7 dllat 10 sejtiének + SEM dtlaga, kivéve a 30 uM ABT-333 esetében,
ahol kevesebb, 6 dllat 7 sejtiének eredményei lathatdak.

Az ABT-333 novekvd koncentracidban alkalmazva megnyujtotta a bal kamrai sejtek AP-

jat (16. dbra), ami 8,1 + 2,7; 26,3 £ 5,9; 37,6 + 7,6 valamint 54,3 + 15,2 %-0s novekedést

eredményezett az APDsg értékekben 1, 3, 10 és 30 uM alkalmazas esetén (16. C dbra).
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Hasonloképpen, az ABT-3337,4+2,9; 26,2 +6,0; 42,6 + 8,6; valamint 52,6 + 13,6 %-kal
novelte az APDgo értékeket 1, 3, 10 és 30 uM koncentracioban (16. D dbra). A magasabb ABT-
333 koncentréciok (3-30 uM) szintén novelték a korai platéfazis magassagat, mivel a Platdao
amplitudé értékei enyhén, de szignifikansan, 4,3+0,7; 6,1 + 1,7 valamint 9,2 + 1,2 %-kal néttek
3,10 és 30 uM koncentraciéban (16. B dbra). Az ABT-333 csokkentette a depolarizacié (0. fazis;
V*max), @ korai repolarizacié (Vehimax) és a terminalis repolarizacio maximalis sebességét (V max).
Csak a 10 és 30 uM ABT-333 csokkentette szignifikdns mértékben a V*max-ot (84,4 + 6,2; illetve
77,8 + 10,9 %-a a kontrollnak). Magasabb ABT-333 koncentracid szintén csokkentette a Vmax
értékekeit a kontroll 95,1 £ 0,9; 87,1 £ 4,2 és 84,4 + 5,6 %-ara 3, 10 és 30 uM koncentracidban.
Az ABT-333 az 1. fazis repolarizacié maximalis sebességét 78,5 + 6,3; 57,7 + 6,8 valamint 40,0 +

8,3 %-ra csokkentette 3, 10 és 30 uM esetén.
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16. dbra Az 1-30 uM ABT-333 hatdsa a bal kamrai AP-re.

(A) Reprezentativ akcios potencidlok. A fekete gérbe a BTY-ben (kontroll) mért AP, a
szinkddoltak névekvé ABT-333 koncentrdcio jelenlétében. (B-D) Az AP paramétereket bemutato
diagramok kontroll kériilmények kézétt (fekete) és ABT-333 jelenlétében (kiilénbézd
koncentrdciok szinkddoldssal), ahol a teli rombusz szimbolumok az egyedi értékeket, a kérék az

47



dtlagokat, illetve a vonalak a + SEM értékeket mutatjdk. (B) A korai platofdazis amplitudojdnak
(Platdzo amplitudd), (C) a repolarizdcio 50 %-dndl mért akcids potencidl id6tartamdnak (APDso),
és (D) a repolarizacio 90 %-andl mért akcios potencidl id6tartamdnak (APDgo) értékei, amelyeket
7 dllat 10 sejtjénél kaptunk, kivéve 30 uM ABT-333 esetén, ahol ez 6 dllat 7 sejtje volt. A csillagok
a kontrolltdl vald statisztikailag szignifikdns kilénbséget jelzik (p < 0,05).

5.8. Korai utddepolarizdciok kialakuldsa az ABT-333 jelenlétében

Ahogy arrél korabban mar esett sz6, ABT-333 jelenlétében bizonyos sejtekben EAD-ket
mutattunk ki (17. abra). Az EAD megjelenését attdl a legalacsonyabb ABT-333 koncentraciotol
kezdve allitottuk, amelyben az elsé EAD megjelent, még akkor is, ha késébb az EAD-k mar nem
alakultak ki at adott koncentraciéju ABT-333 jelenlétében. A kontrollban, sét 1 uM ABT-333
jelenlétében sem figyeltink meg EAD-ket, de az ABT-333 magasabb koncentracidiban

fokozatosan né6tt az EAD-ket kialakité sejtek aranya (17. B dbra).
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17. abra EAD képzddés ABT-333 jelenlétében.

(A) 30 uM ABT-333 jelenlétében egymds utdn mért reprezentativ akcids potencidlok. A
piros gérbék EAD-ket tartalmazd AP-kat mutatnak. (B) Az dbra a 7 dllatbdl nyert 10 vizsgalt
sejtbél az EAD-ket kialakito sejtek szdzalékos ardnydt mutatja.
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5.9. ABT-333-érzékeny aramprofil AP fesziiltség clamp technikaval (APVC)

Az ABT-333 altal kivaltott AP megnyUlas és a V'max csokkenése az Ik gatlasara utal, mivel
mindkét valtozas létrejohet az Ik csokkenése esetén. Az ABT-333 dltal kivaltott Venimax
csokkenése pedig az | gatlasanak lehet a kdvetkezménye. Ezen hipotézis meger@sitése
érdekében 10 uM ABT-333 hatdsat rogzitettliik az AP fesziltség-zar technika soran, kanonikus
AP-t hasznalva fesziltség parancsjelként (18. A dbra). Ezekben a mérésekben az ABT-333-
érzékeny dramot Ugy hatdroztuk meg, hogy az ABT-333 jelenlétében mért aramgorbét (kék
gbrbe a 18. B dbran) kivontuk az ABT-333 alkalmazasa el6tt rogzitett aramgorbébdl (fekete
gorbe a 18. B dbrdn). Ezért az ABT-333-érzékeny dram tartalmazta mindazokat az iondramokat,
amelyeket az ABT-333 befolyasolt (18. C abra).

Az APVC technika sajatossaga, hogy egy kifelé iranyuld (pozitiv) dram lathaté az ABT-
333-érzékeny dramon mind egy kifelé iranyulé dram ABT-333 altali gatlasa, mind pedig egy
befelé irdnyuld dram ABT-333 altali ndvelése esetén. A 10 uM ABT-333-érzékeny dram a teljes
AP alatt kifelé iranyuld volt. Megfigyeltiink egy korai kifelé irdnyuld dramcsucsot (19. B dbra),
amelynek s(irlisége 2,76 + 0,64 pA/pF volt és 2,90 + 0,81 ms-mal kdvette a feszlltség parancsjel
AP Vphimax id8pontjat. A vizsgdlt sejtek sajat AP-janak alakja alapjan negativ korrelacié volt a
Vehimax értékek és a korai kifelé irdanyuld darams(irliség csucsértékek kdzott (19. C dbra). A kifelé
iranyuld aram sdrlsége a feszlltség parancsjel AP idGtartamanak felénél 0,89 + 0,24 pA/pF-nak
adddott. A terminalis repolarizacionak megfelel§ tartds kifelé iranyuld dram végét (lendsus)
kozvetlenill a nulldra vald visszatérés kezdete el6tt mértik (a 19. B dbran d-vel jeldlve). Az lendsus
értéke 0,83 + 0,16 pA/pF volt és a pozicidja 7,82 + 1,64 ms-mal volt a kanonikus AP V max érték
id6pontja el6tt. A mért sejtek sajat AP-janak Vmax értékei és az lendsus sUrldsége kozott nem volt

korrelacié (19.D abra).
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18. dbra Reprezentativ APVC kisérlet.

(A) A kanonikus akcids potencidl, amelyet fesziiltség parancsjelként haszndltunk. (B) A
kontrollban (BTY - fekete gérbe) és 10 uM ABT-333 jelenlétében (kék gérbe) felvett dramgérbék.
(C) A 10 uM ABT-333-érzékeny dram, amelyet a B panel kék gérbéjének a fekete goérbéjébdl vald
kivondsaval készitettiink.
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19. dbra ABT-333-érzékeny dram APVC kériilmények kozott.

(A) A kanonikus akcids potencidl, amelyet fesziiltséqg parancsjelként haszndltunk. (B) A
10 uM ABT-333-érzékeny dram 7 sejten mért dtlaga (piros gérbe) + SEM (fekete szaggatott
vonalak). A korai kifelé irdnyuld csucsot c jeléli, mig d a tartds kifelé iranyuld dram végét (lendsus).
(C) A korai kifelé irdnyuld csucsaram-sdrtiség értékeinek (a B panelen c-vel jeldlve) korreldcidja
a sejt sajdt AP-janak Vienimax értékével. (D) Az lenasus Ertékek sirdsége (a B panelen d-vel jel6lve)
és a sejt sajdt AP-janak V/ max értékei kbzotti 6sszefliggés.

5.10. Az ABT-333 id6- és koncentrdcicfliggé modon blokkolta az expresszalt hERG csatorndkat

Az ABT-333 30 uM koncentracidban gatolta a hERG-aramot, amit egy 3 masodperces,
+20 mV-ra torténd depolarizaciét kovetd —40 mV-ra torténd repolarizacidval vizsgaltunk (20. A
abra). A tartépotencidl -80 mV volt és az impulzusokat 30 masodpercenként alkalmaztuk. Az
ABT-333 a hERG-aram csokkenését okozta mind +20, mind =40 mV-on. A +20 mV-nal monoton
novekvé kontroll daram az ABT-333 jelenlétében csokkend aramma valtozott, amelyet
monoexponencialis figgvénnyelillesztetve 0,87 + 0,09 s idallanddt eredményezett (20. B dbra,
n = 5). A gatlas koncentraciofiiggésének vizsgdlatahoz 1, 3, 10 és 30 uM ABT-333-at
alkalmaztunk. A megmaradd aramhanyad 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 koncentracié esetén). A koncentracié-hatas gorbe 3,2 uM
félgatlé koncentracioét (1Cso) eredményezett (20 .C dbra).

Az ABT-333 hatdsat a hERG-csatornak fesziltségérzékelésére egy daram-fesziltség
protokollal vizsgaltuk, amely -50 mV-tdél +50 mV-ig terjedd, 10 mV-onként emelkedd
depolarizald impulzusokbdl allt. A normalizalt farokdram-csicsokbdl létrehoztuk a kontroll
oldat és a 30 uM ABT-333-mal perfunddlt mérések konduktancia-feszlltség gorbéit. Ezeket
Boltzmann-egyenlettel illesztve a Vi, értéke a kontroll oldat esetében 6,50 + 1,03 mV volt. Az
ABT-333 esetében a kis dramnagysag miatt a Vi/2 érték megfelel6 meghatarozasa nem volt

lehetséges (20. D dbra, n = 3).
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20. abra Az ABT-333 hatdsa a HEK sejtekben kifejezett hERG csatorndk dramdra.

((A) balra) Egy fesziiltség-zar mdodban régzitett reprezentativ dramgdérbe kontroll
oldatban (fekete gérbe), 30 uM ABT-333 perfuzioja mellett (kék gérbe), emelt extracelluldris K*
koncentrdcid jelenlétében (piros gérbe) és kimosds utdn (szlirke gérbe). ((A) jobbra) Az ABT-333
jelenlétében mért dramgérbe nagyitva. ((B) balra) Az dtlagolt és a kontroll oldatban mért
csucsaramra normalizalt dramgérbék (n =5). ((B) jobbra) A bal oldali kék gérbe kinagyitva és az
dramcsékkenés egyedi idédllanddit bemutatd kiegészité abra. (C) Az ABT-333 koncentrdcio-
vdlasz gérbéje, amelyet az 1, 3, 10 és 30 uM koncentrdcidkra illesztettiink (n > 4 minden
koncentrdciohoz). A gérbe felett a reprezentativ farokdramok kontrollban (fekete) és az ABT-
333 adott koncentrdcioindl (kék). (D) Kontroll oldatban (fekete) és 30 uM ABT-333-ban (kék)
mért adatokbdl szamitott G-V gérbék (n = 3). A G-V gérbe felett a fesziiltségprotokoll, valamint
két reprezentativ mérés a farokdramokrol kontroll dllapotban (fekete gérbék) és 30 uM ABT-
333 jelenlétében (kék gbrbék) lathatd.

Mivel az ABT-333 id6fliggé gatlast okozott (id6allandd 0,87 + 0,09 s (20. B. abra)),
megvizsgaltuk az ABT-333 lehetséges hatdsait a hERG-csatorna kapuzasi dtmeneteire is (21.
abra). Az ABT-333 mar 3 uM-os koncentracidéban szignifikdansan csdkkentette a deaktivalasi
idGallandd aranyat (tasr-333/ Tkontrol = 0,46 + 0,04, p = 0,0001), 30 uM ABT-333 perfuzidja pedig
az inaktivalasi iddallandd aranyat csokkentette 0,78 * 0,15-ra (atlag + SEM). Ezek az
eredmeények azt sugalljak, hogy az ABT-333 blokkolja a csatorna pdérusat, f6ként a csatorna

nyitott allapotdban.

53



A 20 mV B

-40 mV Deaktivacios RCFa
80 mV 3 5 sec allandé arany farokaramtol
- sec

1,51 : -15
500] — Kontroll : .
= oo !
_ 400 ABT-333 1 nM % 1042280 .. T i, ..... - k10
T 300 — ABT-333 3 uM g . i . 2
£ i 2 ° | m
g 200 5 0,54 - i 0,5
T S :
S 1004 : 3 i
s : :
0 T T T T = 1 0,0- . 0,0
1 2 3 4 5 6 1nM 3uM  RCF 1 nM (farokaram)
-100- 1d6 (sec)
40 mV
C D
-80 mV
Inaktivaciés allando arany
1,5-
800
— Kontroll 3
. E10di, L U
z 600 — ABT-333 30 uM §10 .
&
£ 400- ki
E 5 0,54 °
§  200- &
c R .
5 _—
0 T T ] 0,0 T
J 200 400 600 Q
A\
200 hd

21. dbra Az ABT-333 hatdsa a hERG-csatorna kapuzdsi dtmeneteire.

(A) A deaktivdcios (nyitott (O) = zart (C) atmenet) kinetika reprezentativ mérése. Az
alkalmazott fesziiltség protokoll feliil ldthatd, alatta pedig a protokoll pirossal kiemelt része
alatt régzitett dramgérbe ldthatd. A fekete dramgérbe a kontroll, a vildgoskék a hERG-dram
1 nM ABT-333 jelenlétében. a sététkék pedig a hERG-dram 3 uM ABT-333 jelenlétében. (B) A
deaktivdldsi idédllanddk (balra) és a megmaradd dramhdnyad (RCF) 1 nM ABT-333 jelenlétében
(jobbra). A bal y tengelyen a deaktivdios idédllandd ardnya (tasr-333/Tkontron) van dbrdzolva (piros
és sdrga oszlopdiagramok 1 nM, illetve 3 uM ABT-333 jelenlétében). A jobb y-tengelyen a
megmaradd dramhdnyad (RCF) 1 nM ABT-333 jelenlétében (fehér sdv). (C) Az inaktivdcios
(nyitott (O) = inaktiv (I) dtmenet) kinetika reprezentativ mérése. Az alkalmazott fesziiltség
protokoll feliil Idthatd, alatta pedig a protokoll pirossal kiemelt része alatt régzitett dramgorbe
ldthato. A fekete dramgdérbe a kontroll, a sététkék pedig a hERG-dram 30 uM ABT-333
jelenlétében. (D) Az inaktivdcids idédllanddk ardnya ABT-333 jelenlétében. Az y tengelyen az
inaktivalas idédllanddjanak ardnya (tasr-333/Tkontron) ldthatd (rézsaszin és piros oszlopok az 1 nM
és 30 uM ABT 333 jelenlétében). Az dbra oszlopdigaramjain a sdvok az dtlag + SEM értékeket
jelzik, az adott szamu kisérletekben (a fekete teli kbrék egy-eqgy kisérletet jelentenek), és a
csillagok szignifikdns eltéréseket jeleznek (***p < 0,001).
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6. Megbeszélés
6.1. TRPMA4 expresszio a kutyaszivben

A TRPM4 szamos szOvetben, tdbbek kozott a szivben is nagy mennyiségben
expresszalddik3238100.161 " de munkacsoportunk elsé izben mutatta ki jelenlétét kutyaszivben.
Tobb korabbi tanulmanyban csak az mRNS szint(i expressziot irtdk [€®12. Hasonldan jelen volt
a human- és egérszivben'®® tovabbd patkdnyszivben is detektdltak'>1%3. A TRPM4 fehérje
kifejez6dik HL-1 szivizomsejtek plazmamembrénjaban is®*. Egészséges patkdny kamrdban a
TRPM4 fehérje a plazmamembranban volt jelen® és szarvasmarha szivben expresszidja er6sebb
volt a pitvari izomzatban, mint a kamrai sejtekben®. Egerekben a TRPM4 expresszidjat mind
fehérje-, mind mRNS-szinten kimutattak pitvari és kamrai mintakon, valamint izolalt kamrai
sejteken is”t. ATRPM4 mRNS jelen volt human bal kamrai mintdkban is'6?,

A jelenlegi vizsgalatban egészséges kutyakbol gydjtottink szivmintakat. Kordbban
azonban a TRPM4 expresszidjanak novekedésérdl szamoltak be kilonbdzE patoldgias
allapotokban, példaul spontdn hipertoniads patkdanyokban'®, infarktusos egér bal kamraban'®®
és human NYHA 3-4-es stadiumu szivelégtelenségben szenvedd betegekben'®l. Bar a TRPM4
expresszidoban nem tudtunk szignifikans kildnbségeket kimutatni a kutyasziv négy kilonb6zé
Uregének faldbdl szarmazé mintak kozott, kordbban patkanyban a jobb kamraban hatszor
magasabb expressziét irtak le a bal kamrahoz képest'®3. Ennek oka a fajok kozotti fehérje
expresszios kilonbség lehet. Bar a szivszovetben a sejtek tulnyomo tdobbségét a kamrai sejtek
teszik ki, a vizsgalt mintdk mas sejttipusokat is tartalmaznak, beleértve a fibroblasztokat, a
simaizomzatot és az endothel sejteket.

Az egyéb sejttipusok interferencidjanak minimalizdldsa érdekében a TRPM4
expressziojat kdzvetlenll az enzimatikusan izolalt bal kamrai sejteken is meghataroztuk (a 9.
abra jobb szélsé savja és oszlopa). A TRPM4 expresszidjaban nem volt szignifikdns kilonbség a
bal kamra izolalt sejtjei és a teljes bal kamra falszovet kbz6tt, ami arra utalhat, hogy a TRPM4
jel forrasa féként a kardiomiocitdkbdl szarmazik. Eredményeink dsszhangban vannak egy
nemrégiben végzett vizsgdlattal, ahol egér pitvari és kamrai mintakban, valamint izolalt kamrai
kardiomiocitdkban azonos TRPM4 expressziot mutattak ki’t.

Osszefoglalva, a TRPM4 fehérje expresszdjat a kutyasziv mind a négy Gregének faldban,

valamint az izolalt bal kamrai kardiomiocitdkban is kimutattuk.
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Az AP mérések sordan a hagyomanyos hegyes mikroelektroda technikdt hasznaltuk a
TRPM4 inhibitor CBA hatdsanak vizsgalatara kutya bal kamrai szivizomsejteken. Ez a technika
kozeliti leginkabb a fiziologias allapotot, mert a vizsgalt sejtek intracellularis terének
dsszetételét nem befolydsolja. Ennek koészonhetden, pl. a patch-clamp technika teljes-sejtes
elrendezésével ellentétben sem az intracelluldris Ca’* pufferelése, sem a sejtdializist kévetd
intrinsic citoszolikus Ca%* pufferelés elvesztése nem kovetkezik be'®. Ez kulondsen fontos,
mivel a TRPM4-aramok gyorsan csokkennek, ha teljes sejtes patch-clamp vagy inside-out patch
konfiguracioval mérik 6ket*©.

Jelen vizsgalatban a CBA-t 10 uM-ban hasznaltuk, ahol egy korabbi tanulmany szerint
legaldabb 90 %-os a TRPM4-aram gatldsa, de nem tapasztaltak jelentds hatdst sem a hERG, sem
az L-tipusu kalciumcsatorndkra®?. Jelen vizsgélatunk az elsé eset, ahol a CBA hatdsat nativ
szivsejtekben vizsgaltak - minden korabbi vizsgalatban vagy TRPM4 génkiltott allatokat, vagy
mas TRPM4-gatldkat, példaul 9-phenanthrolt hasznaltak.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a CBA reverzibilis mddon csokkentette az 1. fazis
meredekségét és novelte az akcids potencidl amplituddjat (10-11. dbra). A depolarizacio
maximalis sebességének CBA altal kivaltott csékkenése azonban nem volt visszafordithatd. Csak
tendencidozus volt az AP rovidilése, de az APDgy értékek normalizdlasa utan, a kontroll
korilmények kozott rogzitett értékekhez képest kis mértékl (kb. 9 %), de szignifikans
csokkenést tapasztaltunk (10. E dbra). Ezek a valtozdsok vagy a CBA altal kozvetitett TRPM4
gatlas, vagy a CBA nem specifikus, a TRPM4-t6l eltéré ioncsatornakon kivaltott hatasai, vagy
ezek kombinacidja miatt kovetkezhetnek be. A TRPM4 gatldsa altal okozott lehetséges
elektrofiziolégiai valtozasok feltételezéséhez el kell képzelnlink, hogyan nézhet ki a TRPM4 4ltal
kozvetitett dram a kamrai AP alatt. Ehhez figyelembe kell venni a TRPM4 Ca?*-fiiggé
aktivalédasati®l’ és a monovalens kationok irdnti szelektivitasat®38,

A kamrai sejtekben a membranpotencial és az intracelluldris Ca?*-koncentracié is
dinamikusan valtozik a szivciklus sordn'®’. Rdaddasul a Ca?* koncentréciok jelentésen eltérnek a
kilonbozE sejtkompartmentekben. A Ca%* cslcskoncentracidja megkozelitéleg 600 nM-ig
emelkedhet a citoplazmaban, 6 puM-ig a szubszarkolemmadlis térben, de akdr 10-50 uM-ig a
szubmembran hasadékban (a szarkolemmilis Ca%* belépési és a szarkoplazmatikus retikulum

Ca’*-felszabadulasi helyei kozotti szlk tér)1%81%9 Ami a TRPM4 aktivalasahoz szikséges Ca’*
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koncentraciot illeti, az ECso értékek az irodalomban igen valtozatosak és a kisérleti
korilményektdl fuggben 400 nM-tdI*® egészen 1 mM-ig!’® terjednek. A nativ sinoatrialis és
kamrai sejtekben a csatorna aktivaldsahoz sziikséges minimalis Ca?* koncentracié 0,1-1 uM
kozott volt?™>1®170 3z ECso pedig 10 pM volt patkany kamrai sejtekben'>. Ezek alapjan
valdszinlsithet6, hogy a TRPM4 valdban aktivaléddhat a sziv akcids potencialja soran a kalcium
bedramlds és az azt kovetd Ca?*-felszabadulds révén. A legnagyobb aktivacio kevéssel az AP-
csics utdn és a korai platéfazisban varhato™3, mivel a kalcium az AP-cstcs utdn a
szubszarkolemmalis térben néhany ms alatt, a szubmembran hasadékban pedig még
gyorsabban éri el maximalis koncentracidjat!.

Abbdl kiindulva, hogy a TRPM4 mind a Na*, mind a K* szdmdara permeabilis (a Ca%*
szdmadra viszont nem), dramdanak varhatoé reverzélpotencidlja 0 mV korul van’®. Ezek szerint a
TRPM4 aktivaldsa varhatdan 0 mV felé mozditja el a membranpotencidlt, ami kdzvetlenil az AP
csucs utan repolarizadléd dramot eredményez. Ezért a CBA altal kivaltott TRPM4 gdtlds hatdsara
az 1. fazis repolarizacidé lassulasa varhato, ahogyan azt a kisérleteinkben is lattuk.

A TRPM4 altal kozvetitett aram viszont csdkkentheti a platd potencidlt a platd korai
fazisaban, amikor a membranpotencial 0 mV-nal magasabb. ElIméletileg minél pozitivabb a
membranpotencial, annal nagyobb lesz ez a csdkkenés. Ezenkivil megemelheti a platé késdi
potencidljat, ha az dram ekkor még aktiv, de a TRPM4-csatornak kozelében a kalciumszintek
vélhetd nagyon gyors csokkenése alapjan ez eléggé valdszinltlen. Ezért a TRPM4 CBA-val
torténd blokkoldsa varhatdan némileg megemeli a korai platd potencidlt és talan kis mértékben
csOkkenti a kés6i platd membranpotencidlt. Kisérleteinkben a platdé potencialjat a CBA
jelentésen nem valtoztatta meg (a kezdetben enyhén pozitiv Platdsg potencidl korilbeltl 2 mV-
os novekedése ellenére) (1. tablazat). Ez (1) a Platdso kozel O értékével magyarazhato, vagy (2)
arra utal, hogy az AP ezen kés@bbi fazisdban a TRPM4 aktivélasdhoz mar nem elegendd a Ca®*
mennyisége, vagy (3) a CBA-nak a TRPMA4-tél eltérd, ebben a fazisban aktiv csatorndkra
gyakorolt hatdsa is lehet.

Elméletileg az AP id6tartamanak révidilése varhatd a TRPM4 gatlasatol, ahogyan azt a
nyul Purkinje rostokban egy masik TRPM4 blokkol6 (30 uM 9-phenanthrol) jelenlétében’® és a
TRPM4-et nem expresszald egér pitvari sejtekben?®> is megfigyelték. A mi eredményeink
hasonldak ezekhez, de csak az APDgo csdkkenésének tendencidjat figyeltik meg (korilbeldl 25
ms) és ez csak az egyes vizsgalt sejtek kezdeti APDgo értékeire vald normalizalds utdn

eredmeényezett szignifikdns mértékl és 9 %-os APDgg csdkkenést (10. E abra).
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Nyul kamrai sejtekben a TRPM4 30 uM 9-phenanthrollal torténd gatldsa azonban nem
volt hatdssal az AP amplitudora és id6tartamra, valamint a nyugalmi membranpotencialra és a
V¥max-ra’®. A CBA hatdsa az AP amplitiddra bdr statisztikailag szignifikans, de nagyon kicsi volt
(3 mV vagy 2,5 %-0s ndvekedés) (10. B és 10. E dbra). Ez a ndvekedés a tullovési potencidl nem
szignifikdns novekedésének és a nyugalmi membranpotencial nem szignifikans csdkkenésének
dsszegébdl adddhat. Az AP-csucs alatti TRPMA4-gatlastol ez varhatd, mivel a TRPM4-drama a
membranpotencidlt 0 mV felé mozditan3d, igy ellensulyozva a depolarizaciot. Ha ezt a hatast a
CBA csokkenti akkor a tullovési potencial és/vagy az AP-amplitudo novekedése varhaté.

Ami a depolarizacié maximalis sebességét illeti, annak CBA altal kivaltott csokkenése a
gyors Na*-aram gatlasanak koszonhetd, mivel a V*max meglehetésen jo mérészama a Na*-dram
stirliségének’t. A V*max és az daramsirlség kozotti kapcsolat azonban nem lineéris, ezért a V*max
kis mértékd véltozdsa a gyors Na*-dram nagyobb mérték( csokkenésének kdszonhet5’2. A CBA
altal kivaltott irreverzibilis V*max csokkenés kordlbelll 15 %-os volt, ami nem volt megfigyelhetd
egér kamrai izomzatban®. Egy nemrégiben végzett vizsgalatban a Vimax értéke kisebb volt a
TRPM4 knockout egerek kamrai szivizomsejtjeiben, mint a vad tipusu allatokéban’t. A kisebb
V*max érték a Na*-dramcsucs s(irliségének csokkenésével magyarazhatd, mivel az korulbelul
30 %-kal kisebb volt a TRPM4 knockout egerekben’!. Lehetséges, hogy a V*max CBA &ltal kivéltott
csokkenése a mi vizsgalatunkban a Na* csUcsaram csokkenését tikrdzi, hiszen egy
tanulméanyban a TRPM4 delécidja a Nav1.5 funkciondlis csdkkenését okozta’ .

Munkacsoportunk 9-phenanthrollal’’® végzett kordbbi kisérleteinek eredményei
dsszhangban vannak a CBA-val mért eredménnyel a V*max €s az 1. fazis meredekség
tekintetében, mivel mindkét szer mindkét paramétert csdkkentette. Ezzel szemben a CBA nem
hatott a Platdse-re, ellentétben a 30 uM 9-phenanthrol altali csokkentéssel'’?. Hasonloképpen
a CBA és a 9-phenanthrol hatdsa az APDgo tekintetében is eltéré volt, mivel a CBA esetében
rovidalé tendencia volt megfigyelhetd, de 10 és 30 uM 9-phenanthrol esetében az APD
csokkenése csak a sejtek kisebb hanyadaban volt jellemz8, és atlagosan az AP megnyulasa volt
megfigyelhets”3.

Ugy tlnik tehat, hogy a CBA és a 9-phenanthrol hasonlé TRPM4-gatldsa ellenére a kutya
kamrai AP morfoldgiara gyakorolt hatasuk jelent&sen kilonbozik. Ez valdszinlleg az egyéb, nem
TRPM4-csatorndkra gyakorolt eltéré hatdsuknak kdszonhetd.

Osszefoglalva, a TRPM4 gatldsa varhatdan az APA névekedését, az 1. fazis repolarizacio

lassulasat, a platd potencidl enyhe valtozasat (pozitiv platd potencidlok esetén emelkedést, mig

58



negativ platd potencidlok esetén csokkenését) és az AP rovidulését eredményezi.
Kisérleteinkben ezekhez hasonld, de a feltételezett hatdsokkal nem teljesen egyezé
eredményeket tapasztaltunk: az APA kismértékd, de szignifikdns ndvekedését, az 1. fazis
meredekségének csokkenését, a V*max irreverzibilis csokkenését és az AP rovidilésének

tendenciajat.

6.3. A CBA hatdsa a repolarizacio révid tavu variabilitdsdra

A TRPM4-csatornak tranziens befelé iranyuld daramot kozvetithetnek (mint a kalcium-
aktivalt kloridaram és natrium-kalcium cserearam), ami kalciummal tultolt6dott sejtekben DAD
kialakuldshoz vezet. Ezek szivritmuszavarokhoz vezethetnek a TdP tipusd malignus kamrai
tachyaritmia beinditdsaval'’4.

A TRPM4 gatldsa valdban antiaritmids lehet human pitvari szivizomsejtekben és spontan
hipertonias patkanyok kamrai sejtjeiben®!>. Hasonld eredményeket kaptak egérben is, mivel a
9-phenanthrol dozisfliggd mddon megsziintette a hipoxia és a reoxigenizacio altal kivaltott
korai utddepolarizaciét®. A TRPM4 szivspecifikus overexpresszidja egerekben erds terhelés és
B-adrenerg stimuldcid egylttes alkalmazasa esetén megnovelte az ektopids kamrai Utések
el6forduldsat!’>. Ez a megfigyelés ravilagit annak lehet&ségére, hogy a TRPM4 valdban képes in
vivo kalciummal-tultolt6dott sejtekben DAD generalasra. Hasonldképpen, egerekben a TRPM4
részt vehet az aldoszteron dltal kivaltott pitvari aritmidkban®’. Tovabba, a TRPM4 T160M
polimorfizmusat (a KCNQ1 G219E mutdcidjaval egyiitt) egy olyan csaldadban talaltak meg, ahol
a hordozdkban hosszd QT-szindréma lépett fel'’®. Ezek alapjan a TRPM4 a normal AP-id&tartam
fenntartasaban is szerepet jatszhat.

Vizsgaltuk a CBA altal kivaltott TRPM4 gatlds hatdsat a repolarizacié rovid tavu
variabilitdsara (SV). A variabilitds novekedése a European Heart Rhythm Association és a
European Society of Cardiology Working Group on Cardiac Cellular Electrophysiology altal
kozosen kialakitott allasfoglalds szerint a szivritmuszavarok j6 elérejelzéjet’’. Az SV csdkkentése
antiaritmias tulajdonsagokkal birhat. Mivel a TRPM4 CBA 4dltali gatlasa az SV reverzibilis
csokkenését okozta, ugy tlinik, hogy a TRPM4-nek proaritmids hatdsa van (12. A-C dbrak). Az
egymast kovetd APD értékek nagymértékd, hirtelen valtozasa (kiléndsen, ha ez a teljes
szivizomban nem egyenletes mddon torténik) hatékonyabban indukdalhat szivritmuszavart!’e.
Ezért az esetlegesen el6forduld 1-1 révid vagy hosszu AP-k konnyebb észlelése érdekében az

egymast kovet6 APD értékek kilonbségét tartomanyokba rendeztiik és megjelenésiik
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valdszinlségét abrazoltuk (12. D dbra). A gorbe CBA jelenlétében reverzibilisen balra tolédott,
ami ismét aldtamasztja a szivritmuszavar esélyének csdokkenését. Ezek alapjan ugy tlnik, hogy
a nativ TRPM4-aram hozzajarulhat a szivritmuszavarhoz, 6sszhangban a korabbi vizsgalatokkal.
Eredményeink azonban inkdbb a TRPM4-3aram altal kozvetitett SV ndvekedésen alapuld
mechanizmusra utalnak, mint az EAD indukcidjara, ahogy azt korabban kimutattak!>. Meg kell
emliteni, hogy mivel a CBA a TRPM4-en kivil mas iondramokat is befolydsolhat (lasd a
kovetkezd fejezetben), ezek is hozzdjarulhatnak a CBA SV-re és relativ SV-re gyakorolt
hatasahoz. Ezért az SV csdokkenése mogott a CBA altal gatolt lio €s Ina,L dllhat, mivel ez a két dram
valdszinlleg noveli az SV-t1>°. Ezzel parhuzamosan a TRPM4 dltal kozvetitett dram szerepe az
SV novekedésében kisebb lehet. Mivel ezek a valtozasok a CBA nem-TRPM4 ioncsatornakra
kifejtett hatdsai is lehetnek, ennek a lehetfségét hagyomdnyos fesziltség-zar mérésekkel

teszteltlk.

6.4. A CBA APVC-vel és hagyomanyos fesziiltség-zar technikdval mért hatdsai

A TRPM4-csatornak kozvetlen gatldsa mellett a CBA altal kivaltott AP-morfoldgiai
valtozasokat a vegyllet nem specifikus hatasai is okozhatjak. Példaul a V*max csokkenése a Na*
csatornak gatlasanak, az 1. fazis meredekség csokkenése és az APA ndvekedése az |, gatldsanak
eredménye lehet. Emellett az AP révidulésére vald hajlam pedig az Ina,L vagy az lca, gatldsanak,
vagy akar késdi K* daramok (lk:, lks, esetleg lx1) aktivalasanak kovetkezménye is lehet.

Annak kizarasara, hogy a CBA a TRPM4-en kivil mas ioncsatornakon is hatna, a patch-
clamp technika teljes sejtes konfiguraciojat hasznaltuk, ahol a TRPM4 aktivacié megel&zésére
10 mM BAPTA formajaban egy gyors kalcium keldtort alkalmaztunk. Ez a BAPTA koncentracio
nemcsak az intracelluldris Ca®'-tranziens teljes megsziintetésére képes, hanem a
szubszarkolemmalis és valdszinleg a szubmembran hasadék Ca?*-szintjének szisztolés
emelkedésének megakadalyozdsdra s3> Ennek megfeleléen, legaldbbis artérids
simaizomban 10 mM BAPTA csokkentette a Ca?*-szintet a mikrodoménekben és
megakaddlyozta a TRPM4 aktivaloddsati®®. Bar nem kdzvetleniil TRPM4-dram méréses, de mas
vizsgalatok is arra utalnak, hogy a BAPTA blokkolhatja a TRPM4-et!72180 Nyilvanvaldan meg kell
emliteni, hogy a BAPTA alkalmazdasa nem csak a TRPM4 aktivaloddasat akadalyozza meg, hanem
az 6sszes Ca’* érzékeny aramot befolydsolja, beleértve az L-tipust Ca?* dramot (ahol a Ca?*-
fuggd inaktivalédasa megsz(inik, ami nagyobb dramot eredményez)®!, a Ca?*-aktivalt CI

153

aramot (ahol az aktivalédas akadalyozott)!>?, az Iks-t (ahol a csatorna egyébként is kismértékd
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100 &5 a7 Incx-et

aktivalodasa egy normal idétartamu AP alatt valdszinlleg tovabb csokken)
(amely BAPTA alkalmazasakor forditott tzemmaodban mikadik, mely Ca?* belépést és kifelé
iranyulé dramot eredményez)8!. Ezek minden bizonnyal mddositjdk az egyes sejtek AP-jainak
alakjat, de ezt a méréseink soran azzal kiszoboltik ki, hogy ugyanazzal a kanonikus AP-vel
ingereltiink minden sejtet. Tulajdonképpen a Ca?*-aktivélt CI- dram blokkoldsa és - az amugy is
meglehetdsen kicsi - ks csokkenése elényds volt, mivel igy a CBA nem volt képes ezeket
maodositani a 10 mM BAPTA alkalmazasaval végzett APVC kisérletek esetében. A hagyomanyos
feszlltségprotokollok soran a vizsgalt dramokat specifikus inhibitorok és feszultségimpulzusok
alkalmazasaval egyenként vizsgaltuk, tanulmanyozva a CBA lehetséges hatdsat az adott aramra.

Mint mar emlitettem, a CBA-t csak azutan alkalmaztuk, hogy megeré@sitettik a BAPTA
AP alakjara gyakorolt hatdsat. A CBA-érzékeny aram korai, révid, kifelé irdnyuld cstcsa a CBA
altal indukalt, az 1. fazis alatt folyé tranziens kifelé iranyuld aram gatlasanak koszonhetd (13. E
abra). Mivel a kalcium-aktivalt kloriddram aktivalédasat 10 mM BAPTA-val megakadalyoztuk!>3,
a gatolt dram csak a tranziens kifelé irdnyuld K*-aram lehet. Ezt meg is er@sitettliik hagyomanyos
feszlltség-zar protokollal megvizsgalva, ahol az Osszes tobbi f6 dramot vagy inhibitorokkal
gatoltuk (nisoldipin és E4031) vagy egy el6impulzussal inaktivaltuk (14. A-B abra).

Az |, reverzibilis CBA altali gatlasa magyarazhatja az APVC kisérletek CBA-érzékeny
aramanak kifelé irdnyuld komponensét. Ez pedig j6| egybevag az AP mérésekben CBA altal
indukalt 1. fazis meredekségének csokkenéssel és az AP amplitudo enyhe névekedésével (10.
abra). A CBA-érzékeny dramban megfigyelhetd hosszu befelé irdnyuld dram az L-tipusu Ca?*-,
vagy a késGi natriumaram CBA altali gatlasanak lehet a kovetkezménye. A CBA altal indukalt Incx
gatlds a fent emlitett erds Ca?* pufferelés miatt valdszin(tlen a mérésink soran hiszen ilyenkor
az Incx f6ként kifelé irdnyuld dramként lehet jelen. A CBA nem volt hatdssal az L-tipust Ca®*-
aramra (14. C-D &bra), ami 6sszhangban van egy korabbi vizsgélattal®?. A kés8i natriumaramot
azonban csokkentette a CBA (14. E-F dbra) amely hozzdjarulhat az AP mérések soran tapasztalt
AP id8tartam kis mértékd csokkenéséhez.

Mint korabban emlitettem, a TRPM4 knockout egerekben kisebb Na* aramcsucsot
figyeltek meg, de a kés6i natriumaramot nem regisztraltak’l. Mindazonaltal lehetséges, hogy a
kés6i natriumaram is nagyobb lehet a TRPM4 jelenlétében. Eredményeink alapjan nem
valdszinl, hogy a CBA gatolna az AP-t alakitd késdi egyeniranyitd K*-aramokat (I és Iks), mivel
ez kifelé iranyuld dramokat eredményezne az APVC-vel mért CBA-érzékeny aramban a platd

fazis alatt, kiilonosen annak vége felé. Tovabba, ha ezeket az aramokat a CBA csokkentené, az
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az AP-t megnyujtand. Az lxx szintén fontos szerepet jatszik a terminadlis repolarizacidban, de
annak CBA-érzékenységét kizartuk (14. G-H abrak). Ezzel 6sszhangban az AP mérések soran a
CBA nem befolyasolta sem a nyugalmi membranpotencial sem pedig a terminalis repolarizacio
maximalis sebességének értékét. Rdadasul az APVC kisérletek soran, ahol a BAPTA jelenléte
miatt a TRPM4 nem aktivalédott, még valdszinlibb lenne a CBA ezen nem specifikus gatld
hatasainak megfigyelése.

A CBA-érzékeny aramgorbéken nem volt megfigyelhet§ az Ix1 gatldsara utald aramjel
valtozas (a diasztole soran detektalhato kifelé irdnyuld dram), valamint az AP vége felé ndvekvé
és csucsértéket elérd kifelé iranyuld aram sem (ami az lkr €s az k1 gatlasara utalna). Mivel sem
az AP-valtozdsok, sem a CBA-érzékeny dram nem utalt az Ix1, az I €s az lks potencialis gatldsara,
az lkr és az lxs esetében a kdzvetlen arammérések hianyaban is kizarhatjuk e harom K*-aram CBA
altali gatldsat. A CBA hatdsanak elmaraddsa az lx-re varhato volt, mivel a sziv hERG csatorndakra
(az Ik porusképzo alegysége) nem volt hatdssal a CBA, valamint 10 uM CBA hatasara kevesebb,
mint 5 %-0s csokkenést észleltek a specifikus antagonista (dofetilid) kot6désében®?.

Osszehasonlitva a 9-phenanthrollal végzett kordbbi vizsgalatunkkal, megallapithatjuk,
hogy a CBA specifikusabb, mint a széles kdrben alkalmazott 9-phenanthrol, mivel a CBA “csak”
az lwo €s az Ina,L aramot befolyasolta, mig a 9-phenanthrol az 6sszes f6 K*-aramot (lio, lkr €5 Ik1)
csokkentette a TRPM4 gatlasara hasznalt koncentracidkban®’3. Bar sem a 9-phenanthrol, sem
a CBA nem csokkentette az L-tipust Ca®*-dramot, a 9-phenanthrol egy extra dramot aktivalt +10

és +40 mV kozott!’3 tovabb csdkkentve a vegyllet specificitdsat.

6.5. 1 uM ABT-333 AP-ra kifejtett hatdsai

El6szor 1 uM ABT-333 kutya bal kamrai szivizomsejtek AP-jara gyakorolt hatdsat
vizsgaltuk. Az APDgo jelentBsen és reverzibilisen megnétt, valdszinlileg az ABT-333 feltételezett
lkr gatld hatdsa miatt.

Az Iy, felel6s a 3. fazis repolarizacié meginduldsaért, de annak maximalis sebessége (a V-
max ertéke) elsGsorban, de nem kizardlag a befelé egyeniranyité kaliumaram, az Ik
arams(rségétsl figg™.

Az ABT-333 nem csokkentette a V'max-ot 1 UM koncentracidban, ami arra utal, hogy nem
gatolja az Iki-et. Az APDso/APDgg aranyt gyakran hasznaljak az AP-triangulacid markereként.
Minél kisebb az érték, annal haromszogletesebb az AP-k alakja, ami gyakran megfigyelhetd az

lk1 gatlasa soran. Mivel az APDso/APDgg arany nem valtozott jelentésen ABT-333 jelenlétében,
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ez is megerdsiti, hogy az ABT-333 nem gatolta az Iki-et.

Az ABT-333 altal kivaltott Vprimax és V*max csokkenést a tranziens kifelé iranyuld
kaliumaram (lwo) és a natriumaram (Ina) gatlasa okozhatja. Ezek a hatdsok a 20 perces kimosas
utan is jelen voltak, ami felveti az ABT-333 d4ltal okozott irreverzibilis csatornagatlas

lehet&ségét.

6.6. Az ABT-333 magasabb koncentrdcidinak hatdsa

1 uM-ndl magasabb koncentraciokban alkalmazott ABT-333 tovdbbi valtozdsokat
okoztak az AP paraméterekben (16. dbra, 5. tablazat). Mind az APDsp, mind az APDgo értékek,
valamint a korai platéfazis amplituddéja (Platdz0 amplitidd) koncentraciofiggd mdédon nétt, ami
ismét arra utal, hogy az ABT-333 csdkkentette az lk-t.

A Vppimax és V'max értékek szintén csokkentek az ABT-333 jelenlétében. Ezek a
megfigyelések felvetik az lio és az Ina gatlasanak lehetGségét az Ik blokkolasan kivil. Az ABT-333
nagyobb koncentracidindl EAD-k jelentek meg, ami szintén az I gatldsara utal, mivel az AP
megnyuldsa gyakran el6zi meg EAD-k képzddését. Egy szamitdgépes szimuldcids vizsgalatban
jelent8s (tobb mint 90 %-0s) Ik csdkkenés volt szitkséges az EAD kialakuldshoz8. Az APD
novekedése azonban nem mindig az Ik gatlasanak kdszonhetd, elvileg lehet a platd fazis alatti
natrium- vagy kalciumaramok novekedésének kdvetkezménye is. Az el6bbi valdszin(leg
kizarhatd, mivel az ABT-333 hatdsdra észlelt V' max csdkkenés nem all 6sszhangban a nagyobb
natriumarammal. Az ABT-333 altal okozott kalciumaram novekedés egy valdszinlbb lehet8ség,
kilondsen mivel ez a korai platd potencial emelkedéséhez vezetne, amit valéban észleltliink az
ABT-333 alkalmazasakor (16. B dbra).

Osszegezve tehdt, a f8leg magasabb ABT-333 koncentrdcidkban tapasztalt EAD-k
megjelenése a nagy mérték( Ik, gatlas, vagy az Ik gatlas és az egyidejl kalciumdram novelés

kovetkezménye.

6.7. ABT-333-érzékeny aramprofil APVC-vel

Az ABT-333 &ltal kivaltott Vprnimax csokkenés az Iy, gatldsdra utalt az I gatlason feldl.
Ezt préobaltuk megerdsiteni az APVC mérésekkel. Az ABT-333-érzékeny aram korai, kifelé
iranyuld csucsanak tulajdonsagai nagyon hasonldak voltak ahhoz, amit korabban az Iy, gatld 4-
AP-vel®®182 mutattunk ki. 1 mM 4-AP az |y korilbelll 70 %-at gatolja és korulbelll 3 pA/pF

cstcsdrams(irliséget eredményezett (1asd az 1. dbrat Banyasz és mtsai.”®).
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A disszertaciéban bemutatott ABT-333-érzékeny dram korai, kifelé irdnyuld csucsanak
aramsdrlisége valamivel kisebb volt: 2,76 + 0,64 pA/pF. Ennek oka lehet a kis I, drammal
rendelkezd sejtek nagyobb aranyu eléfordulasa. Ezenkivil az ABT-333-érzékeny aramcsucs
id6pontja mindig a Vernimax id6pontja utan, de a parancspotencidl incisura legmélyebb pontja
el6tt volt. Tovabbi bizonyiték arra, hogy az ABT-333 gatolhatja az lw-t, az a sejtek sajat AP-jainak
Vpenimax értékei és az ABT-333-érzékeny daramok korai dramcsucs-sirlség értékei kozotti erds
korrelacid (19. C abra). Tovabba a korai kifelé irdnyuld aram nagyon gyorsan lecsengett,
hasonléan a 4-AP-érzékeny dramhoz!®. Az I, tanulmanyozasara 100 uM chromanol-293B is
haszndlhatd, ahol az dram lecsengése kevésbé volt gyors®. Megjegyzendd, hogy az ABT-333-
érzékeny aram nem csokkent le kdzel nulldra, mint ahogyan a 4-AP-érzékeny dram esetében
megfigyelhetd volt®®. Ez az ABT-333-nak az AP korai platdfazisa alatt aktiv egyéb ioncsatorndkra
gyakorolt hatdsaval magyarazhatd. Eredmények alapjan tehat ugy tlnik, hogy 10 uM ABT-333
jelent8sen gatolja az lo-t.

Az ABT-333-tdl vart Ik gatld hatdst APVC-vel is megerdsitettik. Az lendsus pozicidja 7,82 +
1,64 ms volt a parancspotencial V' max id6pontjat megel&z&en, ami jo 6sszhangban van a korabbi
eredményekkel®>183 Az 1 uM E4031-érzékeny aram csucsértéke korilbelil 0,6 pA/pF volt, ami
valamivel kisebb, mint a jelenlegi vizsgdlatban megfelel6 helyen mért ABT-333-érzékeny
arams(irGiség (kb. 0,8 pA/pF). Ennek oka az lehetett, hogy a jelenlegi vizsgalat sejtjeiben
nagyobb I aramok voltak, mint a kordbbi vizsgdlatunkban (Idsd a 2. dbrat Banyasz és mtsai. %°),
mivel az abban hasznalt 1 uM E4031 az Iy kb. 80 %-4t gatolja’®, hasonléan a hERG 10 uM ABT-
333 4ltali szintén kb. 80 %-os gatlasahoz (20. C dbra).

Ezenkivil lehetséges, hogy az ABT-333-érzékeny aram az lo és az lxr mellett egy aktivalt
kalciumaram-komponenst is tartalmaz, ahogy azt kordbban is emlitettem. Ez az aktivalt
kalciumaram, ha még aktiv a platé késéi fazisaban, hozzaadddhat az ABT-333-érzékeny aram
késGi csucsértékéhez az Ik-en felll, ami magyarazhatja az E4031-érzékeny aramnal nagyobb
ABT-333 érzékeny aram (lendsus) értéket. Ez a lehetdség nyilvanvalod, ha megfigyeljik az |y, és az
lr aramgorbéit, mivel az I legkésébb a platd fazis utdan 50 ms-mal nullara csokken, mig az Ik
csak az AP csucs utan kb. 70-80 ms-mal kezd aktivalodni®®. Az I, azonban lassabban is
lecsokkenhet!® és ezért hozzdjarulhat az ABT-333-érzékeny d&ram kifelé irdnyuld
komponensének fenntartdsahoz a korai platofazisban (19. B dbra). Az ABT-333-érzékeny dram
kés6i csucsaért felel6s lehet az ABT-333-indukalt natrium- vagy kalciumaram fokozédasa is,

mivel az kifelé iranyuld aramként jelenik meg. A késGi natriumaram hozzajarulasa azonban
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valoszinltlen, mivel az ABT-333 csokkentette az AP V¥ max értékét, ami a natriumaram aktivalasa

ellen szol.

6.8. A hERG-csatorna-dramok ABT-333-indukdlt csékkenése

Az ABT-333 altal kivaltott AP-paraméter valtozasok, nevezetesen az APDso és az APDqgo
novekedése, f6ként aranyuk megvaltozdsa nélkil, valamint a V'max csokkenése az g, gatlasara
utalt. Ez varhato volt az ABT-333-ban talalhatd metanszulfonamid csoport miatt. Ezenkivil az
ABT-333-érzékeny dram a késdi platofazisban is kifelé irdnyuld volt, ami szintén az Ix, gatlasara
utal. Tekintettel arra, hogy az lxr aramért a hERG-csatornak felelGsek, kisérleteket végeztink a
hERG-csatornakat stabilan expresszald HEK-sejteken. Varakozdsunknak megfelelén, a hERG-
medidlt dramot az ABT-333 koncentraciofiiggd maodon, 3,2 uM-os ICso értékkel gatolta.
Hasonléan néhany AP paraméterhez, ahol az ABT-333 altal kivaltott valtozasok (részben)
irreverzibilisek voltak kimosasra, a hERG-aram ABT-333 altali csokkentése sem volt teljesen
visszafordithatd. S6t, az ABT-333 30 uM koncentraciéban torténd alkalmazasa a depolarizald
impulzus sordn id6fliggd gatlast okozott, amelynek id6allanddja 0,87 + 0,09 s (20. B. dbra). Ez
arra késztetett minket, hogy megvizsgdljuk az ABT-333 lehetséges hatdsait a hERG-csatorna
kapuzasi atmeneteire (21. dbra). Ennek alapjan 3 uM ABT-333 szignifikdnsan csokkentette a
deaktivalasi id6allandd ardnyat (tast-333 / Tkontrol = 0,46 £ 0,04, p = 0,0001), 30 uM ABT-333
perfuzidja pedig az inaktivaldsi idéallandd aranyat csokkentette 0,78 + 0,15-ra (atlag + SEM).
Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az ABT-333 blokkolja a csatorna poérusat, féként a

csatorna nyitott allapotaban.

6.9. Orvosi relevancia

Hipotézisiinknek megfelel6en az ABT-333 valdban blokkolta az Ik aramot. Ezt
aldtdmasztotta (1) a kutya kamrai AP megnyulasa; (2) a terminalis repolarizacid maximalis
sebességének csokkenése (V'max csokkenés); (3) az ABT-333-érzékeny aram késéi fazisanak g~
szer( profiljanak kimutatdsa APVC-vel; és (4) az expresszalt hERG-csatornak, az Ix-ért felelés
csatornafehérje dramanak gatlasa. Egy vegyllet kett6s hatdst fejthet ki bizonyos
ioncsatornakon, mint példdul a 2-APB esetében a TRPM7 csatorndkon'®®, vagy a Ca?*-
felszabaduldssal aktivalt Ca?*-dramért felel8s csatorndkon'®®. Ezenkivil szdmos Ik aktivator,
mint példdul az RPR260243187 NS16438 NS3623'8, |CA-1055741%0 és az A-935142%°1 nagy

koncentracidban gatolta az Ik-t. Ebben a kisérletsorozatban 1-30 uM kozotti ABT-333-at
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hasznaltunk, de tekintettel a terdpias ABT-333 ddzis (1 nM) és az altalunk vizsgalt koncentraciok
kozotti nagy kilonbségre, az ABT-333 terdpids koncentraciojat is vizsgaltuk (4.tablazat).
Eredményeink alapjan a terapias dozis biztonsagosnak mondhatd, az ABT-333 nem befolyasolja
szignifikdnsan a bal kamrai AP semelyik paraméterét. Osszességében meglehet8sen
valoszindtlen, hogy az ABT-333 a vérplazmaban 1 nM-ndl magasabb koncentraciét érhet el,
tekintettel arra, hogy az ajanlott adag napi kétszer 250 mg. Ezért még ABT-333-tuladagolas

esetén is nagyon alacsony az ABT-333 aritmids kockazata.

66



7. Az értekezésben szerepld Uj tudomanyos eredmények

Munkacsoportunk elsé izben vizsgalta meg a CBA és az ABT-333 hatasait kutyak bal
kamrai szivizomsejtjein. Ez volt az els6 kisérletsorozat, amely nagyobb test( allatok szivébdl
nyert sejteken tortént, ezadltal kozelebb kerllve a szerek humanra gyakorolt hatasanak

potencidlis profiljanak felderitéséhez.

7.1. CBA - TRPM4

Munkacsoportunk a TRPM4 fehérje kifejez6dését els6ként mutatta ki kutyasziv mind a
négy Uregének faldban, valamint izoldlt bal kamrai kutya kardiomiocitakban is.

Eredményeink alapjan a TRPM4 csatornakra szelektivnek vélt CBA csokkentette az 1.
fazis repolarizacido meredekségét, valamint enyhén novelte az AP amplituddjat, mely hatasokért
valészinlleg a szer |, gatld hatdsa felel6s.

Az AP révidilésének tendencidja a befelé irdanyuld dramok gatlasaval magyardzhato,
amelyek az APVC méréseken lathatdak a plato fazisban. Ez a hatds a CBA befelé irdnyuld a Ina-
ra gyakorolt gatlé hatdsanak kdszonhetd.

Eredményeink alapjan tehat a CBA nem teljesen szelektiv a TRPM4-csatorndkra, igy a
csatorna funkcionalis vizsgalatdra 6Gnmagaban nativ széveten nem haszndlhatd, farmakoldgiai

kombinaciéban valé alkalmazasa pedig fokozott korultekintést igényel.

7.2. ABT-333 — Iy (hERG)

1 uM ABT-333 alkalmazasa reverzibilis médon megnyujtotta az AP hosszat. A 0. és 1.
fazis maximalis sebessége irreverzibilis csdkkenést mutatott. A magasabb ABT-333
koncentracidk nagyobb AP megnyulast, a korai platopotencidl novekedését és a 0., 1. és 3. fazis
maximalis sebességének csokkenését okoztak.

Egyes sejtekben 3-30 uM ABT-333 koncentracidoban EAD-k jelentek meg. A 10 uM ABT-
333-érzékeny aram, amelyet APVC technikdval mértlnk, tartalmazott egy késéi kifelé iranyuld
komponenst, ami az lx-nek, valamint egy korai kifelé irdnyuld komponenst is, amely a tranziens
kifelé irdnyuld kaliumaramnak (lo) felelt meg.

Az ABT-333 koncentracioflggs, részben reverzibilis médon csokkentette a hERG-

csatorna altal kdzvetitett iondramot, 3,2 uM-os félgatldé koncentracidval.
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8. Osszefoglalas
8.1. CBA- TRPMA4

Ajelen tanulmany f6bb eredményei a TRPM4 fehérje kifejez6dését mutatjdk a kutyasziv
mind a négy Uregének faldban, valamint az izolalt bal kamrai kutya kardiomiocitdkban. A CBA
egy meglehetdsen Uj vegyllet, ugy tlnik, hogy a 9-phenanthrolnal specifikusabb a TRPM4
gatlasara és ezért alkalmasabb a TRPM4 sziv fiziologidban betoltott szerepének
tanulmanyozasara. Mivel a CBA befolyasolja az lo-t és az Ina,i-t, fokozott dvatossaggal kell eljarni
amikor olyan kisérleti korilmények kozott alkalmazzak, ahol ezek az iondramok aktivak, mint

példaul a nativ kardiomiocitakban.

8.2. ABT-333 — I (hERG)

Az ABT-333 a molekularis szerkezete alapjan potencidlisan blokkolja a hERG-csatornakat
és az lxr dramot. Ez beigazolddott, mivel 1-30 uM ABT-333 jelenlétében a sziv AP megnyult és
EAD-k jelentkeztek, tovabba csokkent az expresszalt hERG csatornak arama is. Az ABT-333 a
fenti koncentracié tartomanyban valdszinlileg gatolja az I, aramot is és aktivalhatja a
kalciumaramot. Mindezek ellenére az ABT-333 szivritmuszavarok szempontjabdl
biztonsagosnak tekinthetd, mivel plazmaszintje még tuladagolds esetén sem ér el ilyen magas
koncentracidt. Amiatt is biztonsdgos, mert a terdpids koncentracidoban nem befolyasolta a

hERG-csatornakat 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 Il and Inat, 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 - Ix (hERG)

Based on its molecular structure, ABT-333 has the potential to block hERG channels and
lkr currents. This was confirmed as the administration of 1-30 uM 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 |, 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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