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1. Bevezetés

A TRPM4 a tranziens receptor potencial csatornacsalad melasztatin alcsaladjanak tagja.
Expresszidjat tobb humdan szervben is kimutattdk mar. Részt vesz tdbbek kozt a
membranpotencidl és a Ca?* homeosztazis szabalyozasdban ingerlékeny, valamint nem
ingerlékeny szovetek sejtjeiben egyarant. Szereppel bir az inzulinszekrécidéban, az
immunvalaszban, daganatok kialakuldsaban és az agyi érsz(ikuletben is.

A TRPM4-csatorndk a szivben mind a munkaizomrostokban, mind pedig az
ingerUletvezetd rendszerben kimutathatdk, mutaciojuk ingertletvezetési zavarokat okozhat,
tovabba feltételezik, hogy a TRPM4 részt vesz a szivizom hipertrofia, valamint ischaemia-
reperfuzids sérilés kialakulasaban.

Eddig a TRPM4 fizioldgiai és patofizioldgiai funkcioit vagy knock-out allatmodelleken
vagy farmakoldgiai megkdzelitéssel vizsgaltdk a csatorna gatlészereivel, beleértve a 9-
phenanthrolt, a glibenklamidot vagy a flufenaminsavat. Sajnos ezeknek a vegytlleteknek egyike
sem elég szelektiv. A csatorna funkcionalis vizsgdlataihoz azonban szelektiv vegyuletre lenne
szikség, vagy legalabbis a rendelkezésre allé6 TRPM4-re haté anyagok megfeleld kiegészité
farmakonokkal valé kombindacios alkalmazasara, ez utdbbi modszer viszont nagy koriltekintést
igényel.

Munkamban 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 a TRPM4 funkciondlis szerepének vizsgdlatara
hasznalhatnank szelektivitasi vizsgalatokat végeztiink, hogy lassuk, befolydsol-e a CBA a kamrai
szivizom akcids potencialt (AP) kialakitd barmilyen aramot, illetve hogy a CBA hogyan
befolyadsolja az AP morfoldgidjat. Tovabba kollaboracids munka kereteiben megvizsgaltuk a
TRPM4 csatornaexpressziojat is, melynek eredményeit szintén bemutatom.

A késbi egyeniranyitd kaliumaram a kamrai izomsejtek repolarizacidjaban elsédleges
szerepet jatszik. Kamrai munkaizomsejteken két komponensét irtak le: a gyors komponens (Ikr)
az AP 3. fazis repolarizaciojanak kialakitasaért, mig a lassu komponens (lxs) az un. repolarizacios
tartalék kialakitasaért felel. Ez utdbbi azt jelenti, hogy az dram nem vesz részt a normalis

repolarizacié biztositdsaban, viszont az AP megnyult allapotaban az aram fokozddik és
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repolarizdlja a szivizomsejteket. A csokkent Ik dram hosszd QT-szindromdahoz és korai
utddepolarizaciohoz (EAD) vezet, ezért potencidlisan életveszélyes ritmuszavarokat és hirtelen
szivhalalt okozhat.

Az Iy, tobb szelektiv gatldszere is ismert, mint példdul a dofetilid vagy az E-4031. Ezen
két vegyllet kdz6s tulajdonsaga, hogy kémiai szerkezetikben metanszulfonamid csoportot
tartalmaznak, tovabba jelent6sen megndvelik a kamrai AP id6tartamat.

Az ABT-333 (dasabuvir) egy virusellenes szer, amelyet a hepatitis C kezelésében
alkalmaznak. A molekula, hasonldéan az Ik kialakitdsaért felel6s hERG- csatorndk egyes
gatlészereihez (dofetilid és E-4031), metanszulfonamid csoportot tartalmaz. Ezen hasonldsag
alapjan az ABT-333 is potencidlisan Ik gatld hatdssal bir, azonban a vegyllet kamrai
szivizomzatra gyakorolt hatdsai még nem ismertek. Munkamban az ABT-333 kutya kamrai
szivizomsejtek AP morfoldgidra gyakorolt hatasait és az annak hatterében 4ll6 iondaramokra
kifejtett hatdsokat mutatom be. Kollaboracids partnereinknek készonhetéen megvaldsult az
ABT-333 hERG csatornakra gyakorolt hatdsainak vizsgalata expresszalt sejteken is, melybdl

szarmazé eredmények szintén bemutatdsra kerulnek.



2. CélkitGzések

Tekintettel a TRPM4 szivben kordbban ismertetett szerepére kutatasaink soran az alabbi
vizsgalatok elvégzését tliztik ki célul:

e elBszoris a TRPM4 fehérje expresszidjat szerettiik volna bizonyitani.

Célul tlztuk ki egy, a kdzelmultban kifejezetten a TRPM4-csatorna gatlasara kifejlesztett
vegyllet, a CBA hatdsanak vizsgalatat a kovetkezbkre:
e az akcids potencial morfoldgiajara

e arepolarizacid rovid tavua variabilitasara

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

e tovabbad vizsgdlni kivantuk a CBA hatdsat a repolarizacié ionaramaira.

Az ABT-333 kémiai szerkezetébdl adddodan potencialisan gatolja az egyik 6 repolarizalo
aramot (lkr), 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 akciés potencidlra
e az ABT-333 koncentraciofliggd hatasait az AP kilonb6z8 paramétereire
e az ABT-333-érzékeny aramprofilt APVC technikaval

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

Természetesen kisérleti céllal egészséges human szivbél szarmazo sejtekhez jutni nem
egyszerU, ezért kisérleteinkhez a bal kamrai szivizomsejteket kutyak szivébdl izoldljuk, amely

elektrofiziolégiai szempontbdl a human szivizomsejtek egyik legjobb modellje.



3. Anyagok és mddszerek
3.1. A kamrai szivizomsejtek izoldldsa

Kisérleteinket kifejezetten kisérleti célra tenyésztett, vegyes nem( és fajtaju, 1-3 év
kordli, ivarérett kutyak szivének bal kamrajabol enzimatikusan izolalt szivizomsejtjein végeztik.
A szivizomsejtek izoldldsahoz az anterograd szegmentperfuzids technikat alkalmaztuk. Az
alkalmazott protokollunk 6sszhangban volt a ,Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” (US NIH publikdcids szama: 85-23., 1996. évben atdolgozott verzid) és a Helsinki
Deklaracio 1964-ben lefektetett alapelveivel. A kisérleti protokollt jovahagyta a Debreceni

Egyetem Munkahelyi Allatetikai Bizottsaga is (engedély szama: 9/2015/DEMAB).

3.2. A szivizomsejtek akcios potencidljanak elvezetése

Az AP-kat egy elektronikus stimulatorral, az ingerkiszob 120-130%-anak megfelel6
nagysagu aramimpulzusokkal valtottuk ki és konvencionadlis mikroelektréd technikdval mértik.
Az AP-ket digitalizaltuk, kiértékelésik soran tiz egymast kovetdé AP-bdl a kovetkezd
paramétereket hataroztuk meg, majd atlagoltuk: APDso, APD7s és APDgy értékek (az AP
id6tartama a csucstdl a repolarizacid 50, 75 és 90%-aig), a 0., 1. és 3. fazis maximalis sebessége
(V*max , Vphimax és a V'max), nyugalmi membranpotencial (RMP), tullovési potencidl (OSP), APA
(akcids potencidl amplitudd, amelyet az OSP és az RMP kilonbségeként hatdroztunk meg),
Platdao és Platdsp amplitido (a nyugalmi membranpotencial és a 90%-os repolarizacidig eltelt
id6 20, illetve 50%-anal mért membranpotencidl értékek kozti kilonbség) valamint a

membranpotencial értéke az APDqgp érték 50%-anal (Platdsp).

3.3. Az akcids potencidl repolarizdcio variabilitdsdnak elemzése

50 egymast kdvetd akcids potencidlbdl allo sorozatot rogzitettlink és offline elemeztik
a repolarizacio révid tavu variabilitdsanak (SV) az alabbi képlettel vald meghatarozasa céljabadl:
_ 3iy(IAPD,,; — APD,|)
iV2

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

SV

jeldli, i pedig az elemzett egymast kovetd AP-k szamat jeldli. Mivel az SV értéke er@sen fligg az



APDgo értékétdl, az SV legjobban az APD flggvényében itélhet6 meg. A repolarizacios
variabilitds tovabbi elemzéséhez az egymast kovetd APDoo értékek kozotti kildnbségeket
tartomanyokba csoportositottuk (20 ms alatt 1 ms-os tartomanyokba, 20 ms felett pedig 5 ms-

os tartomanyokba) és minden egyes sejtben kiszamitottuk a megjelenésik valdszinliségét.

3.4. Fesziiltség-zdr vizsgdlatok

A membrandaramok rogzitése patch-clamp technikdval tortént teljes-sejtes
konfiguracidban. Kisérleteinket hagyomanyos feszUltség-zar és akcios potencidl feszlltség-zar
(APVC) technikaval végeztik. Hagyomanyos fesziltség-zar kisérletek soran a vizsgalni kivant
ioncsatornat négyszogimpulzusokkal ingereltik mikdzben a tébbi iondramot gatoltuk. Az akcids
potencidl fesziltség-zar kisérletek soran a sejteket négyszogimpulzusok helyett egy
ugynevezett "kanonikus" AP-val ingereltik, mely egy midmiokardidlis sejten korabban
rogzitett, atlagos alaki AP. Az ily médon ingerelt sejteken az AP alatt folyd Osszes, az adott
vegyllet altal befolyasolt iondram egyltt vizsgalhatd. A CBA- vagy ABT-333-érzékeny dramot
farmakoldgiai kivonassal kaptuk: az 5 perces 10 uM CBA vagy 15 perces 10 uM ABT-333
perfuzid végén rogzitett aramjeleket kivontuk a kontrollban (fiziolégids Tyrode-oldatban) mért
jelekbdl. A sejteket CBA-t kdvetSen 5 percig, ABT-333 esetén 20 percig ismét fizioldgias Tyrode-

oldattal perfundaltuk (kimosas).

3.5. A hERG-dramok régzitése

A hERG-csatornakat stabilan expresszald HEK sejteken teljes dramot rogzitettlink
hagyomanyos feszlltség-zar technikaval. Az 1, 3, 10 és 30 uM ABT-333 hERG csatornak
kapuzasara (aktivacio, inaktivacio, deaktivacid) kifejtett hatasat megfelel§

négyszogimpulzusokkal szobahémérsékleten (20-24°C) tanulmanyoztuk.

3.6. Fehérjeminta el6készitése és Western Blot analizis

A Western blot kisérletekhez a teljes sejtlizdtumokat kutyak bal kamrai
szivizomsejtjeib8l és sziv szdovetmintdkbdl mechanikai modszerekkel allitottunk el6. A
fehérjekoncentraciot BCA (Bicinchoninic acid) fehérje-teszttel hataroztuk meg, majd a mintakat

SDS-PAGE-nek (Sodium Dodecyl Sulfate—Polyacrylamide Gel Electrophoresis) vetettik ala és
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nitrocelluléz membranokra vittik at. A membranokat PBS (Phosphate Buffered Saline) alapu
5 %-0s, nem-zsiros tejport tartalmazé oldattal blokkoltuk, majd anti-TRPM4 és anti-a-aktinin
primer antitestekkel inkubaltuk, amelyet HRP-konjugalt szekunder antitest jelolés kovetett. A
TRPM4-specifikus kemilumineszcencidval meghatarozott sdvok hattérra korrigdlt optikai
sdrlségét Imagel programmal végzett denzitometridval hatdroztuk meg és a mintak a-aktinin

specifikus savjanak optikai denzitdsara normalizaltuk.

3.7. Statisztikai analizis

Minden érték szamtani atlagként + az atlag standard hibdjaként (SEM) szerepel.
Tekintettel a sejtek kodzotti bioldgiai valtozékonysagra, a statisztikai vizsgalatokban minden
egyes sejtet fliggetlenként kezeltlink, bar ugyanabbdl az allatbdl tobb sejtet is nyerhettink. A
kilonbségek statisztikai szignifikancidjat JASP programban (verzio: 0.16.3.0) eloszlds és
szorashomogenitds vizsgalatat kovetden egyiranyd ANOVA, majd Student féle t-préba

segitségével értékeltik. A kilonbségeket p < 0,05 esetén tekintettlk szignifikdnsnak.



4. Eredmények
4.1. A TRPMA4 fehérje expresszidja

A fehérjeexpresszids vizsgalatokhoz 6t allatbdl gydjtottink szovetmintakat és izolalt bal
kamrai sejteket. A fehérjék elektroforézissel torténd szétvalasztasat és az azt kovetd megfeleld
antitestekkel torténd jeldlést minden mintanal legalabb kétszer végeztik el. A TRPM4 a sziv mind
a 4 Uregének faldban, valamintizolalt bal kamrai sejtjeiben is kimutathatd volt. ATRPM4 expresszid
a-aktinin expresszidjara normalizalt 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 sejtekbél szarmazd mintak esetében, melyek kdzott nem volt szignifikans kilonbség.

Yy

Az AP-ket 3 M KCl-dal toltdtt hegyes mikroelektrodakkal rogzitettik, amely technika a
legkozelebb 4ll a fizioldgids helyzethez (valtozatlan 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 periddust alkalmaztunk. A CBA nem befolyasolta a RMP, a OSP,
Platdso és V max értékeit. A CBA jelenlétében az AP id6tartamanak rovidilésére minden vizsgalt
repolarizacidés szinten mutatkozott tendencia. Az APDsp, APD7s és APDgg értékei az aldbbiak
szerint csokkentek CBA jelenlétében: APDso: 214,7 £ 22,3 ms versus 191,9 + 18,2 ms (p = 0,09);
APDz7s: 254,2 + 21,2 ms versus 229,0+ 17,4 ms (p = 0,07); APDgo: 266,8 + 21,0 ms versus 241,1
+17,0ms (p =0,07). Az APD7s és az APDgp esetében a kontrollra valé normalizalds utdan az APD7s
91,0 *+ 3,6%-ra, az APDg pedig 91,3 + 3,4%-ra csokkent a CBA jelenlétében, mely mindkét
esetben szignifikans volt. A CBA szignifikdnsan csokkentette a V*max értékét (133,2 + 12,9 V/s
versus 113,1+ 13,6 V/s) és a Vprimax értékét (-5,1 £ 1,2 V/s versus -3,9 £ 1,0 V/s); az APA értéke
azonban szignifikdans mértékben nétt (114,7 £ 1,8 mV versus 117,6 £ 1,4 mV).

Kimosaskor a CBA szinte minden fent emlitett hatasa reverzibilis volt, az egyetlen kivétel

a V'max, ami 114,9 + 10,4 V/s maradt a kimosas utan.

4.3. A CBA hatdsa a repolarizdcio révid tdvu variabilitasdra

Az APDgp rovid tavu variabilitdsa (SV) és a relativ SV a mddszereknél bemutatott képlet
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segitségével kerllt meghatarozasra nyolc vizsgalt sejten. Az SV értéke szignifikansan kisebb,
mintegy 27%-kal alacsonyabb volt a CBA-ban a kontroll kérilményekhez képest (4,8 £ 0,9 ms
versus 3,2 + 0,4 ms). Ez a csokkenés reverzibilis volt (SV a kimosas utan: 4,2 £ 0,9 ms). Az
egymast kovetd APDqg értékek kilonbségeinek szérasat bemutatd kumulativ eloszlasi gorbe a

CBA jelenlétében reverzibilis médon eltolddott a kisebb APD kilonbségek felé.

4.4. Az APVC technikdval mért CBA-érzékeny dram

Ezt kdvetben meg akartunk bizonyosodni arrdl, 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-
csatornak aktivalddasa. Kisérleteinkben a CBA alkalmazdsat csak akkor kezdtik meg, ha
meggy6zadtink a BAPTA alkalmazasra jellemz& AP nyulasrol.

A CBA-érzékeny dramokat (lcga) hdrom allatbodl izoldlt 6t egyedi sejtben mértik. Az Icaa
rovid kifelé iranyuld komponenssel rendelkezett az AP korai repolarizacids fazisaban, és egy
sokkal hosszabb befelé iranyulé komponenssel az AP tovabbi részében. A kifelé illetve a befelé
folyd dramcsucsok denzitdsa 1,38 + 0,32 és -0,53 + 0,06 pA/pF volt. EI6bbi 2,33 + 0,48 ms-mal
utébbi 11,73 £ 0,67 ms-mal kdvette az AP csucsértékét. A CBA hatdsa reverzibilis volt, az Icaa
csucsaram denzitds értékek kimosas utan szignifikdnsan kisebbek voltak: 0,16 £ 0,06 és -0,25 +
0,07 pA/pF. A reverzibilitast a CBA legtobb, hagyomanyos mikroelektrédakkal rogzitett AP

paraméter kapcsan is tapasztaltuk (lasd fent).

4.5. A CBA hatdsa a repolarizdcié iondramaira

Az APVC-kisérletek eredményei azt sugalltdk, 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 (lio) és az L-tipust Ca®* dram (lca,L). Ezért
ezeket az iondaramokat hagyomanyos feszlltség-zar technikaval kilon-kilon is megvizsgaltuk.
Az APVC kisérleteinkhez hasonldan BAPTA-tartalmu belsd oldatot hasznaltunk a TRPMA4-
csatornak aktivalédasanak megakaddlyozasara.

Az lio dramokat lca L és lkr gatlds (1 uM nisoldipin és 1 uM E4031) jelenlétében, -80 mV-
10



os tartopotencidlrdl inditott 200 ms hosszusagu, +60 mV-ra torténd depolarizacioval aktivaltuk
0,2 Hz-es ingerlési frekvencia mellett. A depolarizacid el6tt 5 ms-ig -40 mV-ra torténd
el6impulzust alkalmaztunk a gyors Na* aram aktivalasa, majd inaktivaldsa érdekében. Az I
amplitudét az dramcsucs és a fenntartott komponens kozotti kilonbségként mértik. A CBA
20,4 + 6,2%-kal csokkentette az o amplituddt (16,0 = 1,8 pA/pF drams(rlségrél 12,5 + 1,4
pA/pF-re) az 6t allatbdl izoladlt hét vizsgalt sejten. 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, 1 uM HMR1556-0t és 3 mM
4-AP-t tartalmazott az lkr, az Iks €s az | blokkoldsara. Az Ica, aktivaldsat 400 ms hosszusagu, +5
mV-ra torténd depolarizacioval értiik el, amely a -80 mV-os tartépotencidlrdl 0,2 Hz-es ingerlési
frekvencia mellett. Ezen mérésekben is egy el6impulzussal aktivaltuk, majd inaktivaltuk a gyors
Na*aramot. Az lca,L amplitidot az dramcsucs és a fenntartott komponens kdzotti kilonbségként
mértik. A CBA nem volt hatassal a sejtkapacitdsra normalizalt aramamplitidéra (kontrollban -
9,4 + 0,6 pA/pF, CBA jelenlétében pedig -9,3 + 0,8 pA/pF) a négy allatbdl nyert nyolc sejtben
mérve.

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 tartdpotencialrol
inditott, 2 s hosszU -20 mV-ra torténé tesztimpulzusokat 0,2 Hz-es ingerlési frekvencidval
alkalmaztuk. Az Inai-t 20 UM TTX érzékeny aramként hatdroztuk meg, amplitudojat pedig az
impulzus kezdete utan 50 ms-mal olvastuk le. Az dramintegral meghatarozasanal a kezdeti 20
ms-ot kizartuk az értékelésbdl, annak érdekében, hogy minimalizaljuk a korai natrium
aramcsucsnak az integralhoz valo hozzajarulasat. A CBA 47,3 £ 7,0%-kal csokkentette az Ina.
értékét az ot allatbdl izolalt kilenc vizsgalt sejtben (-0,70 + 0,12 pA/pF és-0,33 + 0,07 pA/pF). Ez
a gatld hatas nagyrészt reverzibilis volt (kimosasa utan -0,56 + 0,08 pA/pF aramsdriség).
Hasonld eredményeket kaptunk, amikor az InaL integraljat hataroztuk meg (a teljes toltés
értékei kontrollban: -160,9 + 36,1 mC/F, CBA jelenlétében: -60,0 + 16,6 mC/F, illetve annak
kimosasa utan: -117,8 + 21,1 mC/F voltak).

Az Iki-et 50 UM BaCly-érzékeny aramként definidltuk és egy 300 ms hosszd, 0 mV-tdl -

135 mV-ig tarté rampa-protokollal mérttik. A CBA nem befolydsolta a négy allatbdl nyert hét
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vizsgalt sejtben az Ixz-et (2,09 + 0,33 pA/pF és 2,11 + 0,36 pA/pF aramslirliség értékek -50 mV-
on mérve kontrollban és CBA jelenlétében). A CBA kimosasa utan az dramsdrlség 2,29 + 0,44

pA/pF volt.

4.6. 1 uM ABT-333 megnydjtotta a bal kamrai akcids potencidlt

El&szor is kutyak bal kamrai sejtjeit 1 uM ABT-333-mal perfundaltuk 15 percig, amelyet
20 perces kimosas kovetett. Az ABT-333 perfuzio el6tt rogzitett utolsé tiz akcids potencidlt
tekintettik kontrollnak (bikarbonat puffert tartalmazé Tyrode-oldat (BTY)), az ABT-333
hatasanak a kimosas el&tti utolso tiz AP atlagat tekintettik, mig a 20 perces kimosast kovetd tiz
AP atlagat Kimosasként jel6ltik, az elemzett AP paramétereket pedig atlagoltuk.

Az 1 uM koncentraciéban alkalmazott ABT-333 novelte a bal kamrai sejtek AP
id6tartamat 258,3 + 15,4 ms-rél 277,4 £ 15,3 ms-ra (12.A, B dbra), ami 7,84 + 3,09 %-0s APDqgo
novekedést eredményezett. Az APDsg valtozdsa nem volt statisztikailag szignifikans (p = 0,08),
de a megnyulasi tendencia kimosasra reverzibilis volt, csakigy, mint az ABT-333 3ltal kivaltott
APDgo ndvekedés. Az ABT-333 szignifikdnsan, de nem reverzibilis médon csdkkentette a 0. fazis,
és az 1. fazis maximalis sebességét (Vprimax) 82,8 + 5,1 illetve 51,6 + 11,3 %-kal. Az APA, az
APDsg és az APDgp, az OSP, az RMP, a Platdyo és Platdso amplitudok, valamint a V max értékei nem

valtoztak.

4.7. Az ABT-333 koncentrdciofiliggd 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 hatdsat kumulativ modon ellenériztik, koncentracionként 5
perces, 1 és 30 uM kozotti, ndvekvsé ABT-333 perfuzidjaval. A magasabb ABT-333 koncentraciok
jelenlétében gyakran észleltiink korai utddepolarizacidkat (EAD).

Az ABT-333 koncentracio fiiggd mddon nyujtotta a bal kamrai sejtek AP-jat, ami 1 uM
esetén 8,1 + 2,7%-0s; 3 UM esetén 26,3 + 5,9%-0s; 10 uM esetén 37,6 + 7,6%-0s; valamint 30
UM alkalmazas esetén 54,3 + 15,2 %-os ndvekedést eredményezett az APDso értékekben.
Hasonloképpen, az APDgp értékeket az ABT- 333 1, 3, 10 és 30 uM koncentracidban 7,4 + 2,9%-
kal, 26,2 + 6,0%-kal, 42,6 + 8,6%-kal és 52,6 + 13,6%-kal novelte. A magasabb ABT-333

koncentraciok (3-30 uM) szintén novelték a korai platofazis magassagat, mivel a Platdao
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amplitudd értékei enyhén, de szignifikansan, 3, 10 és 30 uM koncentracidban 4,3 + 0,7%-kal,
6,1+ 1,7%-kal, valamint 9,2 + 1,2 %-kal n6ttek. Az ABT-333 csokkentette Vimax, Vehimax és a V-
max ertékeit. 10 és 30 uM ABT-333 szignifikans mértékben csokkentette a V*max-ot (84,4 + 6,2;
illetve 77,8 + 10,9 %-a a kontrollnak). 3, 10 és 30 uM ABT-333 szintén csokkentette a V max
értékekeit a kontroll 95,1 + 0,9%-4ara, 87,1 + 4,2%-4ara és 84,4 + 5,6 %-ara. Az ABT-333 3, 10 és
30 uM koncentracidban a Vprimax értékét 78,5 + 6,3%-ra, 57,7 + 6,8%-ra és 40,0 + 8,3 %-ra
csOkkentette a kontrollhoz képest.

Az ABT-333 terapia soran alkalmazott dézisaval elérheté maximalis plazmakoncentracié
értéke onkéntesekben kb. 1 nM volt. Mivel az Aaltalunk vizsgalt koncentracidk egy
nagysagrenddel magasabbak ettdl, igy az ABT-333 terdpias koncentraciéjanak (1 nM) akcids
potencidlra gyakorolt hatdsait is vizsgdltuk és kimutattuk, hogy az az AP semmilyen

paraméterére nincs szignifikans hatassal.

4.8. Korai utédepolarizdciok kialakuldsa az ABT-333 jelenlétében

Az ABT-333 jelenlétében bizonyos sejtekben EAD-ket mutattunk ki. Az EAD
megjelenését attdl a legalacsonyabb ABT-333 koncentraciotdl kezdve allitottuk, amelyben az
elsé EAD megjelent, még akkor is, ha késébb az EAD-k nem maradtak fenn. A kontrollban, s6t
1uM ABT-333 jelenlétében sem figyeltink meg EAD-ket, de az ABT-333 magasabb
koncentracidiban fokozatosan nétt az EAD-ket kialakitdé sejtek aranya a 30 uM ABT-333

jelenlétében egészen 70%-ig.

4.9. ABT-333-érzékeny dramprofil AP fesziiltség clamp technikdval (APVC)

Az ABT-333 altal kivaltott AP-megnyllds és a V'max csokkenése az Ik, a Venimax
csokkenése pedig az |, gatldsara utal. Ennek a hipotézisnek a megerdsitése érdekében 10 uM
ABT-333 hatdsat rogzitettik az APVC technika soran, kanonikus AP-t hasznalva fesziltség
parancsjelként és meghatdroztuk az ABT-333-érzékeny aramot, ami tartalmazta mindazokat az
iondaramokat, amelyeket az ABT-333 befolyasolt. Az APVC technika sajatossaga, hogy egy kifelé
irdnyuld (pozitiv) aram lathatd mind az ABT-333-indukalt kifelé iranyuld aram gatlasa, mind
pedig az ABT-333-indukalt befelé iranyuld dram ndvekedése esetén is. A 10 uM ABT-333-

érzékeny aram a teljes AP alatt kifelé irdnyuld volt. Megfigyeltiink egy korai kifelé iranyuld
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aramcsucsot, amelynek s(ir(isége 2,76 + 0,64 pA/pF volt és 2,90 + 0,81 ms-mal kovette a
feszlltség parancsjel AP Vppimax id6épontjat. A vizsgdlt sejtek sajat AP-janak alakja alapjan
negativ korrelacio volt a Vprimax értékek és a korai kifelé irdnyuld aramsdrlség csucsértékek
kozott. A kifelé iranyuld aram slrlsége a fesziltség parancsjel AP id6tartamanak felénél 0,89 +
0,24 pA/pF-nak adddott. A tartds kifelé irdnyuld aram végét (lendsus) kozvetlenil a nullara vald
visszatérés kezdete el6tt mértik. Az lendsus €rtéke 0,83 + 0,16 pA/pF volt és a pozicidja 7,82 +
1,64 ms-mal volt a kanonikus AP V'max ideje el6tt. A mért sejtek sajat AP-janak V max értékei és

az lendsus sUrlisége kozott nem volt korrelacio.

4.10. Az ABT-333 id6- és koncentrdciofiliggé mddon blokkolta az expresszalt hERG
csatorndkat dramat

Az ABT-333 koncentraciéfiggd modon gatolta a hERG-dramot, amit egy -80 mV
tartopotencidlrdl, 30 mdsodpercenként inditott, 3 masodperces, +20 mV-ra torténd
depolarizaciot kovetd —40 mV-ra torténd repolarizacidval vizsgaltunk. 30 uM ABT-333 a hERG-
aram csokkenését okozta mind +20, mind =40 mV-on. A +20 mV-nal monoton noévekvé kontroll
aram az ABT-333 jelenlétében csokkend aramma valtozott, amelyet egyexponencialis
fliggvénnyel illesztetve 0,87 £ 0,09 s id6allanddt kaptunk. A megmaradd dramhanyad értékei 1,
3,10 és 30 uM ABT-333 esetén rendre 0,93 £ 0,04, 0,63 £ 0,05, 0,26 + 0,04 és 0,15 + 0,02 voltak
(n >4 minden koncentracié esetén). A koncentracié-hatas gorbe 3,2 uM félgatlé koncentraciot
(ICs0) eredményezett.

Az ABT-333 hatdsat a hERG-csatornak fesziltségérzékelésére egy dram-feszlltség
protokollal vizsgaltuk, amely -50 mV-tél +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 perfundalt 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, érték megfelel§ meghatarozasa nem volt
lehetséges.

Mivel az ABT-333 id6fligg6 gatlast okozott (id6allandd 0,87 + 0,09 s), megvizsgaltuk az
ABT-333 lehetséges hatdsait a hERG-csatorna kapuzasi atmeneteire. Az ABT-333 mar 3 uM-os
koncentracidban szignifikdnsan csokkentette a deaktivalasi idéallandd aranyat (Tasr-333/ Tkontroll
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= 0,46 £ 0,04, p = 0,0001), 30 uM ABT-333 perfuzidja pedig az inaktivalasi idéallandd aranyat
csOkkentette 0,78 + 0,15-ra. Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy az ABT-333 blokkolja a

csatorna porusat, féként a csatorna nyitott allapotaban.
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5. Megbeszélés
5.1. TRPM4 expresszio a kutyaszivben

A TRPM4 szamos szOvetben, tdobbek kbdzott a szivben is nagy mennyiségben
expresszalddik de munkacsoportunk elsd izben mutatta ki egészséges kutyaszivben vald
expresszidjat. Bar a TRPM4 expresszidoban nem tudtunk szignifikans kilonbségeket kimutatni a
kutyasziv négy kulonboz8 Uregének falabdl szarmazd mintak kozott, korabbi kutatasok
patkanyban a jobb kamrdban hatszor magasabb expressziot irtak le a bal kamrahoz képest. Bar
a szivszovetben a sejtek tulnyomd tobbségét 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 minimalizadlasa érdekében a TRPM4
expressziojat kdzvetlenll az enzimatikusan izoldlt bal kamrai sejteken is meghatdroztuk. A
TRPM4 expresszidjdban nem volt szignifikans kilonbség a bal kamra izoldlt sejtjei és a teljes bal
kamra falszovet kozott, ami arra utalhat, hogy a TRPM4 jel forrasa féként a kardiomiocitakbdl
szarmazik. Eredményeink dsszhangban vannak egy nemrégiben végzett vizsgdlattal, ahol egér
pitvari és kamrai mintakban, valamint izoldlt kamrai kardiomiocitakban azonos TRPM4

expressziot mutattak ki.

i

Az AP mérések soran a hagyomanyos hegyes mikroelektréda technikat hasznaltuk a
TRPM4 inhibitor CBA hatdsanak vizsgalatara a kutya bal kamrai szivizomsejteken. Ez a technika
kozeliti leginkdbb a fizioldgids allapotot, mert a vizsgalt sejtek intracelluldris terének
Osszetételét nem befolyasolja.

Jelen vizsgdlatban a CBA-t 10 uM-ban hasznaltuk, ahol egy kordbbi tanulmany szerint
legaldbb 90%-0s a TRPM4 dram gatlasa, de nem tapasztaltak jelent&s hatast sem a hERG, sem
az L-tipusu kalciumcsatorndkra. Jelen vizsgalatunk az elsé eset, ahol a CBA hatdsat nativ
szivsejtekben elemeztik - minden korabbi vizsgalatban vagy TRPM4 génkiltott allatokat, vagy
mas TRPM4-gatlokat, példaul 9-phenanthrolt haszndltak. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
CBA reverzibilis médon csdkkentette az 1. fazis meredekségét és novelte az akcids potencial

amplituddéjat. A depolarizacid maximalis sebességének CBA altal kivaltott csdkkenése azonban
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nem volt visszafordithaté. Csak tendencidzus volt az AP rovidilése, de az APDqgo értékek
normalizaldsa utdn, a kontroll korilmények kozott rogzitett értékekhez képest kis mértékd (kb.
9%), de szignifikdns csokkenést eredményezett. Ezek a valtozdsok vagy a CBA altal kozvetitett
TRPM4 gatlds, vagy a CBA nem specifikus, a TRPM4-t6l eltérd ioncsatornakon kivaltott hatasai,
vagy ezek kombinacidoja miatt kbvetkezhetnek be. A TRPM4 gatlasa altal okozott lehetséges
elektrofizioldgiai valtozasok feltételezéséhez el kell képzelnlink, hogyan nézhet ki a TRPM4 altal
kozvetitett dram a kamrai AP alatt. Ehhez figyelembe kell venni a TRPM4 Ca?*-fuggé
aktivaléddsat és a monovalens kationok iranti szelektivitasat. A kamrai sejtekben a
membranpotencidl és az intracelluldris Ca?*-koncentracié is dinamikusan valtozik a szivciklus
sordn. Raaddsul a Ca®* koncentraciok jelent8sen eltérnek a kilonb6z4 sejtkompartmentekben.
A Ca?* cstcskoncentracioja megkozelitéleg 600 nM-ig emelkedhet a citoplazméban, 6 uM-ig a
szubszarkolemmalis térben, de akar 10-50 pM-ig a szubmembran hasadékban (a
szarkolemmalis Ca?* belépési és a szarkoplazmatikus retikulum Ca?* felszabaduldsi helyei
kozotti sz(ik tér). Ami a TRPM4 aktivaldsahoz szikséges Ca®* koncentrdciot illeti, az ECso értékek
az irodalomban igen valtozatosak és a kisérleti kortlményektdél fliggéen 400 nM-tél egészen 1
mM-ig terjednek. A nativ sinoatrialis és kamrai sejtekben a csatorna aktivalasahoz szikséges
minimalis Ca%* koncentracié 0,1-1 uM kozott volt, az ECso pedig 10 uM volt patkdny kamrai
sejtekben. Ezek alapjan valdszinlsithetd, hogy a TRPM4 valéban aktivalédhat a sziv akcids
potencidlja sordn a kalcium bedramlas és az azt kdvetd Ca?* felszabadulds révén. A legnagyobb
aktivacio kevéssel az AP-csucs utdn és a korai platofazisban varhaté, mivel a kalcium az AP-csucs
utdn a szubszarkolemmalis térben néhany ms alatt, a szubmembran hasadékban még
gyorsabban éri el maximalis koncentraciojat. Abbdl kiindulva, hogy a TRPM4 mind a Na*, mind
a K* szdmara permedbilis (a Ca’* szdmdra viszont nem), dramanak védrhatd reverzélpotencialja
0 mV koriul van. Ezek szerint a TRPM4 aktivalasa vdarhatéan O mV felé mozditja el a
membranpotencialt, ami kozvetlenll az AP cslcs utan repolarizald dramot eredményez. Ezért
a CBA 4altal kivaltott TRPM4 gatlas hatdsara az 1. fazis repolarizacio lassulasa varhatd, ahogyan
azt a kisérleteinkben is lattuk. A TRPM4 altal kdzvetitett dram viszont csokkentheti a platd
potencidlt a platd korai fazisaban, amikor a membranpotencial 0 mV-nal magasabb. EiIméletileg

minél pozitivabb a membranpotencial, anndl nagyobb lesz ez a csokkenés. Ezenkivil
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megemelheti a platd késéi potencidljat, ha az dram ekkor még aktiv, de a TRPM4-csatornak
kozelében a kalciumszintek vélhetd gyors csdkkenése alapjan ez eléggé valdszin(tlen. Ezért a
TRPM4 CBA-val torténd blokkoldsa varhatdan némileg megemeli a platd korai potencidljat, és
talan kis mértékben csokkenti a platd kés6i membranpotencialjat. Kisérleteinkben a platé
potencidljat a CBA nem valtoztatta meg jelent6sen (a kezdetben enyhén pozitiv Platdso
potencidl korulbelil 2 mV-os novekedése ellenére). Ez (1) a Platéso kozel O értékével
magyarazhatd, vagy (2) arra utal, hogy az AP ezen kés8bbi fazisdban a TRPM4 aktivalasahoz
nem elegendd a Ca?* szint, vagy (3) a CBA-nak a TRPM4-t4l eltérd, ebben a fazisban aktiv
csatornakra gyakorolt hatdsa is lehet.

Elméletileg az AP id6tartamanak révidilése varhatd a TRPM4 gatlasatdél, ahogyan azt a
nyul Purkinje rostokban egy masik TRPM4 blokkold (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 valé normalizalas utan volt
szignifikans (9%-0s APDgg csokkenés).

A CBA hatdsa az AP amplituddra bar statisztikailag szignifikans, de nagyon kicsi volt (3
mV vagy 2,5%-o0s novekedés), és a tullévési potencidl nem szignifikdans ndvekedésének és a
nyugalmi membranpotencial nem szignifikans csokkenésének 6sszegébdl adddhat. Az AP-csucs
alatti TRPM4-gatlastol ez varhatd, mivel a TRPM4 drama a membranpotencidlt 0 mV felé
mozgatna, igy ellensulyozva a depolarizaciot. Ha ezt a hatdst a CBA csokkenti akkor a tullovési
potencial és/vagy az AP-amplitidd novekedése varhatd. Ami a depolarizacié maximalis
sebességét illeti, annak CBA dltal kivaltott csokkenése a gyors Na*-aram gatlasanak kdszonhetd,
mivel a V¥max meglehetdsen jo mérészama a Na* arams(rliségének. A V*max és az drams(rlség
kozotti kapcsolat azonban nem linedris, ezért a V¥ max kis mérték( valtozasa a gyors Na*-aram
nagyobb mértékld csokkenésének is kdszonhetd. A CBA altal kivaltott irreverzibilis V*max
csokkenés korillbelll 15%-os volt és egér kamrai izomzatban nem tapasztaltak. Egy nemrégiben
végzett vizsgdlatban a V*'max értéke kisebb volt a TRPM4 knockout egerek kamrai
szivizomsejtjeiben, mint a vad tipusu allatokéban. A kisebb V*max érték a Na*-dramcsucs

slrlségének csokkenésével magyarazhatd, mivel az korulbeldl 30%-kal kisebb volt a TRPM4
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knockout egerekben. Lehetséges, hogy a V'max CBA altal kivaltott csdkkenése a mi
vizsgdlatunkban a Na* csUcsdram csdkkenését tikrozi, hiszen egy tanulmanyban a TRPM4
delécidja a Navl.5 funkciondlis csdkkenését okozta.

Munkacsoportunk 9-phenanthrollal végzett korabbi kisérleteinek eredményei jo
dsszhangban vannak a CBA-val mért eredménnyel a V*max €és 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 dltali csokkentésével. Hasonléképpen a
CBA és a 9-phenanthrol hatdsa az APDgo tekintetében is eltérd volt, mivel a CBA esetében
rovidulé tendencia volt megfigyelhetd, de 10 és 30 uM 9-phenanthrol esetében az APD
csokkenése csak a sejtek kisebb hanyadaban volt jellemzd, egyébként az AP atlagban megnyult.

Ugy t(inik tehdt, hogy a CBA és a 9-phenanthrol hasonld TRPM4-gétlasa ellenére a kutya
kamrai AP morfoldgiara gyakorolt hatasuk jelent&sen kilonbozik. Ez valdszinlleg az egyéb, nem

TRPM4-csatornakra gyakorolt eltéré hatasuknak koszonheté.

5.3. A CBA hatdsa a repolarizdcio révid tava variabilitdsdra

A TRPM4-csatorndk tranziens befelé irdnyuld aramot kozvetithetnek (mint a kalcium-
aktivalt kloriddram és natrium-kalcium cseredramok), ami kalciummal tultolt6dott sejtekben
kés6i utddepolarizacio kialakulashoz vezet, mely Torsade de Pointes tipusd malignus kamrai
tachyaritmiat indithat el.

Vizsgaltuk a CBA altal kivaltott TRPM4 gatlds hatdsat a repolarizacié révid tavu
variabilitasara (SV), melynek névekedése a szivritmuszavarok jo elérejelz8je. Az SV csokkentése
antiaritmias tulajdonsagokkal birhat. Mivel a TRPM4 CBA 3altali gatldsa az SV reverzibilis
csokkenését okozta, gy tlinik, hogy a TRPM4-nek proaritmias hatdsa van. Az egymast kovetd
APD értékek nagymértékd, hirtelen valtozadsa (kilondsen, ha ez a teljes szivizomban nem
egyenletes mdédon torténik) hatékonyabban indukdlhat szivritmuszavart. Ezért az esetlegesen
el6forduld 1-1 rovid vagy hosszu AP-k konnyebb észlelése érdekében az egymast kovetd APD
értékek kilonbségét tartomanyokba rendeztik és megjelenésiik valdszinlségét abrazoltuk. A
gbrbe CBA jelenlétében reverzibilisen balra tolddott, ami ismét alatdmasztja a szivritmuszavar
esélyének csokkenését. Ezek alapjan a korabbi vizsgalatokkal 6sszhangban ugy tlnik, hogy a

nativ. TRPM4 aram aritmogén lehet. Eredményeink azonban inkdbb a TRPM4-dram 4altal
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kdzvetitett SV ndvekedésen alapuld mechanizmusra utalnak, mint az EAD indukcidjara, ahogy
azt korabban kimutattak. Meg kell emliteni, hogy mivel a CBA mas iondramokkal is interferalhat
(Iasd a kovetkezd fejezetben), ezek is hozzajarulhatnak a CBA SV-re, valamint a relativ SV-re
gyakorolt hatdsahoz. Ezért az SV csokkenése modgott a CBA altal gatolt | €s az Ina, allhat, mivel
ez a két aram valdszinlileg ndveli az SV-t, és ezzel parhuzamosan a TRPM4 altal kozvetitett aram
szerepe az SV novekedésében kisebb lehet. Mivel ezek a vdltozdsok a CBA nem-TRPM4
ioncsatornakra kifejtett hatdsai is lehetnek, ennek a lehet6ségét hagyomanyos feszultség-zar

mérésekkel teszteltlk.

5.4. A CBA APVC-vel és hagyomdnyos feszliltség-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 gatldsanak, az 1. fazis meredekség csokkenése és az APA ndvekedése az Iy, gatldsanak
eredménye lehet. Emellett az AP révidulésére vald hajlam pedig az Ina,L vagy az lca, gatldasanak,
vagy akar késdi K* daramok (lkr, Iks, esetleg Ik1) 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 aktivacido megel&zésére 10 mM BAPTA
formajaban egy gyors kalcium kelatort alkalmaztunk. Ez a BAPTA koncentracid nemcsak az
intracelluldris Ca?*-tranziens teljes megsziintetésére képes, hanem a szubszarkolemmalis és
valdszinleg a szubmembrdn hasadék Ca’*-szintjének szisztolés emelkedésének
megakaddlyozdsara is. Ennek megfelel6en, legaldbbis artérids simaizomban 10 mM BAPTA
csokkentette a Ca?*-szintet a mikrodoménekben és megakadalyozta a TRPM4 aktivalodasat. Bar
nem kodzvetlen TRPM4 dram mérések, de mas vizsgdlatok is arra utalnak, hogy a BAPTA
blokkolhatja a TRPM4-et. Nyilvanvaldéan meg kell emliteni, hogy a BAPTA alkalmazdasa nem csak
a TRPM4 aktivaldddasat akadalyozza meg, hanem az dsszes Ca®* érzékeny dramot befolydsolja,
beleértve az L-tipust Ca®* dramot (ahol a Ca%*-figgd inaktivaldddsa megszlnik, ami nagyobb
aramot eredményez), a Ca?*-aktivalt CI- dramot (ahol az aktivalédas akadalyozott), az Iks-t (ahol
a csatorna egy normal id6tartamud AP alatt egyébként is kismérték( aktivalodasa valdszinileg
tovabb csokken) és az Incx-et (amely BAPTA alkalmazéasakor forditott Gzemmoddban mkodik,

mely Ca?* belépést és kifelé irdnyuld dramot eredményez). Ezek minden bizonnyal mddositjak
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az egyes sejtek AP-jainak alakjat, de ezt a méréseink soran azzal kliszoboltik ki, hogy ugyanazzal
a kanonikus AP-vel ingereltink minden sejtet. Tulajdonképpen a Ca®*-aktivéalt CI* dram
blokkolasa, és - az amugy is meglehet8sen kicsi - ks csokkenése elényds volt, mivel igy a CBA
nem volt képes ezeket mddositani a 10 mM BAPTA alkalmazasaval végzett APVC kisérletek
esetében. A hagyomanyos feszlltségprotokollok soran a vizsgdlt aramokat specifikus
inhibitorok és feszlltségimpulzusok alkalmazdsaval egyenként vizsgaltuk, tanulmanyozva a CBA
lehetséges hatdsat az adott dramra.

Mint mar emlitettem, a CBA-t csak azutan alkalmaztuk, hogy megerd@sitettik a BAPTA
AP alakjara gyakorolt hatdsat. A CBA-érzékeny aram korai, rovid, kifelé irdnyuld csicsa a CBA
altal indukalt, az 1. fazis alatt folyd tranziens kifelé iranyuld aram gatlasanak koszonhetd. Mivel
a kalcium-aktivalt kloridaram aktivalodasat 10 mM BAPTA-val megakadalyoztuk, a gatolt dram
csak a tranziens kifelé irdnyuld K*-aram lehet. Ezt meg is erdsitettik hagyomanyos fesziltség-
zar protokollal megvizsgalva, ahol az 6sszes tobbi f6 dramot vagy inhibitorokkal gatoltuk
(nisoldipin és E4031) vagy egy elSimpulzussal inaktivaltuk.

Az lyo reverzibilis csokkenése magyarazhatja az APVC kisérletek CBA-érzékeny dramanak
kifelé iranyuld komponensét és egybevag a CBA altal indukalt 1. fazis meredekség csokkenéssel
és az AP amplitudé enyhe novekedésével. A CBA-érzékeny aramban megfigyelhetd hosszu
befelé irdnyuld dram az L-tipust Ca?*-, vagy a kés&i natriumdaram CBA dltali gatlasanak lehet a
kovetkezménye. A CBA dltal indukalt Incx gétlds a fent emlitett er8s Ca?* pufferelés miatt
valdszinltlen a méréseink soran, mert ilyenkor az Incx féként kifelé iranyul. A CBA nem volt
hatdssal az L-tipusi Ca’*-dramra, ami 6sszhangban van egy kordbbi vizsgélattal. A késdi
natriumdramot azonban csokkentette a CBA, ami hozzajarulhat az AP mérések soran tapasztalt
AP id6tartam kis mérték( csokkenéséhez. Mint korabban emlitettem, a TRPM4 knockout
egerekben kisebb Na* aramcsucsot figyeltek meg, de a késéi natriumdramot nem regisztraltak.
Mindazonaltal lehetséges, hogy a késdi natriumaram is nagyobb lehet a TRPM4 jelenlétében.

Eredményeink alapjan nem valdszinl, hogy a CBA gatolnd az AP-t alakitd késdi
egyeniranyitd K*-dramokat (I és Ixs), mivel ez kifelé irdnyuldé dramokat eredményezne az APVC-
vel mért CBA-érzékeny dramban a platd fazis alatt. Tovabbd, ha ezeket az aramokat a CBA

csokkentené az az AP-t megnyljtand. Az Ik1 szintén fontos szerepet jatszik a termindlis
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repolarizaciéban, de annak CBA-érzékenységét kizartuk. Ezzel 6sszhangban az AP mérések
soran a CBA sem a nyugalmi membranpotencial, sem pedig a terminalis repolarizacido maximalis
sebességének értékét nem befolydsolta. Rdadasul az APVC kisérletek soran, ahol a BAPTA
jelenléte miatt a TRPM4 nem aktivalddott, még valdszinlibb lenne a CBA ezen nem specifikus
gatlé hatasainak megfigyelése. A CBA-érzékeny aramgorbéken nem volt megfigyelhet6 az Ik1
gatlasara utald aramjel valtozas, valamint az AP vége felé ndvekvd, vagy csucspontot eléré kifelé
iranyuldé dram sem (ami az lxr és az Ik gatldsara utalna). Mivel sem az AP-valtozasok, sem a CBA-
érzékeny dram nem utalt az Ix1, az lkr és az lxs potencialis gatlasara, az I és az Ixs esetében a
kozvetlen drammérések hidnyaban is kizarhatjuk e harom K*-aram CBA 4ltali gatlasat. A CBA
hatdsanak elmaradasa az Ik-re varhatd volt, mivel korabbi kisérletekben a sziv hERG
csatornakra (az Ik porusképzd alegysége) nem volt hatdssal a CBA, valamint 10 uM CBA
hatasara kevesebb, mint 5%-os csokkenést észleltek a specifikus antagonista (dofetilid)

kotSdésében.

5.5. 1 uM ABT-333 AP-ra kifejtett hatdsai

El6szor 1 uM ABT-333 kutya bal kamrai szivizomsejtek AP-jara gyakorolt hatdsat
vizsgaltuk. Az APDgo jelent8sen és reverzibilisen megndtt, valdszinlileg az ABT-333 feltételezett
lkr gatld hatasa miatt. Az Ik felel8s a 3. fazis repolarizacido megindulasaért, de annak maximalis
sebessége (a Vmax értéke) elsGsorban, de nem kizardlag a befelé egyeniranyitd kaliumaram, az
lk1 arams(rliségétdl figg.

Az ABT-333 nem csokkentette a V'max-ot 1 uM koncentracidban, ami arra utal, hogy nem
gatolja az Iki-et. Az APDso/APDgo aranyt gyakran hasznaljak az AP-triangulaciéo markereként.
Minél kisebb az érték, annal haromszogletesebb az AP-k alakja, ami gyakran megfigyelhetd az
lk1 gatldsa soran. Mivel az APDso/APDgg arany nem valtozott jelentésen ABT-333 jelenlétében,
ez is megerGsiti, hogy 1 UM ABT-333 nem gatolta az Iki-et.

Az ABT-333 3ltal kivaltott Vprimax és Vimax csOkkenést az |y, és az Ina gatlasa okozhatja.
Ezek a hatasok a 20 perces kimosdas utdn is jelen voltak, ami felveti az ABT-333 altal okozott

irreverzibilis csatornagatlas lehetdségét.
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5.6. Az ABT-333 magasabb koncentrdcidinak hatdsa

1 uM-nal magasabb koncentraciokban alkalmazott ABT-333 tovabbi valtozasokat
okozott az AP paraméterekben. Az APDso, az APDgo valamint a Platéyo amplitudd is
koncentraciéfliggé médon nétt, ami ismét arra utal, hogy az ABT-333 csdkkentette az I -t.

A Vpnimax és V*max értékek ezzel szemben csdkkentek ABT-333 jelenlétében, ami felveti
az ho és az Ina gatldsanak lehet8ségét az I blokkoldsan kivil. Az ABT-333 nagyobb
koncentracidinal EAD-k jelentek meg, ami szintén az Ik gdtldsara utalhat, mivel az AP
megnyuldsa gyakran el6zi meg EAD-k képzddését. Egy szamitdgépes szimuldcids vizsgalatban
jelent@s (tdbb mint 90%-0s) Ik csokkenés volt szilkséges az EAD kialakuldshoz. Az APD
novekedése azonban nem mindig az Ik, gatldsanak kdszonhetd, elvileg lehet a platd fazis alatti
natrium- vagy kalciumaramok ndvekedésének kovetkezménye is. Az el6bbi valdszin(leg
kizdrhatd, mivel az ABT-333 hatdsdra észlelt V max csdkkenés nem all 6sszhangban a nagyobb
natriumdarammal. Az ABT-333 altal okozott kalciumaram novekedés egy valdszinlbb lehet8ség,
kilonosen mivel ez a korai platd potencidl emelkedéséhez vezetne, amit valéban észleltiink az
ABT-333 alkalmazésakor. Osszegezve tehdt, a f6leg magasabb ABT-333 koncentracidkban
tapasztalt EAD-k megjelenése a nagy mértékd lx gatlds, vagy az Ik gatlas és az egyidejl

kalciumaram novelés kovetkezménye lehet.

5.7. ABT-333-érzékeny aramprofil APVC-vel

Az ABT-333 altal kivaltott Vernimax csokkenés az |y, gatldsara utalt az Ik gatlason feldl.
Ezt probaltuk megerésiteni az APVC mérésekkel. Az ABT-333-érzékeny dram korai, kifelé
irdnyuld csucsanak tulajdonsagai nagyon hasonldak voltak ahhoz, amit korabban az I, gatlo 4-
AP-vel mutattunk ki. 1 mM 4-AP az |, korilbelll 70%-at gatolja és korulbelll 3 pA/pF
csucsarams(iriséget eredményezett. Az ABT-333-érzékeny aram korai, kifelé iranyuld
cstcsanak aramslir(isége valamivel kisebb volt: 2,76 + 0,64 pA/pF, aminek oka lehet a kis lio
arammal rendelkezé sejtek nagyobb aranyu el6forduldsa. Ezen kivil az ABT-333-érzékeny
aramcsucs id6épontja mindig a Venimax id6pontja utdn, de a parancspotencidl incisura
legmélyebb pontja el6tt volt. Tovabbi bizonyiték arra, hogy az ABT-333 gatolja az lo-t, a sajat

AP-k Vpnimax értékeinek és a korai dramcsucs-sUrliség értékek kozotti erés korrelacid és az

23



aram 4-AP-érzékeny aramhoz hasonld gyors lecsengése. Az |y, tanulmanyozasara 100 uM
chromanol-293B is haszndlhato, ahol az dram lecsengése kevésbé volt gyors. Megjegyzendd,
hogy az ABT-333-érzékeny aram a 4-AP-érzékeny arammal szemben nem csokkent le kozel
nulldra. Ez az ABT-333-nak az AP korai platdfazisa alatt aktiv egyéb ioncsatorndkra gyakorolt
hatasaval lehet magyardzhatd. Eredményeink alapjan tehat dgy tlnik, hogy 10 uM ABT-333
jelentésen gatolja az lio-t.

Az ABT-333-t6l vart Ik gatld hatdst APVC-vel is megerdsitettik. Az lengsus pozicidja 7,82 +
1,64 ms volt a parancspotencidl V max id6pontjat megel6z8en, ami jé 6sszhangban van a korabbi
eredményekkel. Az 1 uM E4031-érzékeny dram csucsértéke korilbelll 0,6 pA/pF volt, ami
valamivel kisebb, mint a jelenlegi vizsgalatban megfelel§ helyen mért ABT-333-érzékeny
arams(rlség (kb. 0,8 pA/pF). Ennek oka az lehetett, hogy a jelenlegi vizsgélat sejtjeiben
nagyobb Ik dramok voltak, mint a korabbi vizsgalatunkban, mivel az abban hasznalt 1 uM E4031
az Ik kb. 80%-4at gatolja, hasonldéan a hERG 10 uM ABT-333 4ltali szintén kb. 80%-o0s gatlasahoz.
Ezen kivul lehetséges, hogy az ABT-333-érzékeny aram az lo és az lg mellett egy aktivalt
kalciumaram-komponenst is tartalmaz, ahogy azt korabban is emlitettem. Ez az aktivalt
kalciumaram, ha még aktiv a plato késéi fazisaban, hozzaadddhat az ABT-333-érzékeny dram
késGi csucsértékéhez az lk-en felll, ami magyarazhatja az E4031-érzékeny dramnal nagyobb
ABT-333 érzékeny aram értéket. Ez a lehet6ség nyilvanvald, ha megfigyeljik az lo és az Ik
aramgorbéit, mivel az |, legkésébb az AP cstcs utan 50 ms-mal nulldra csokken, mig az Ixr csak
az AP csucs utan kb. 70-80 ms-mal kezd aktivalodni. Az Iy, azonban lassabban is lecsokkenhet
és ezért hozzajarulhat az ABT-333-érzékeny aram kifelé iranyuld komponensének
fenntartdsahoz a korai platéfazisban. Az ABT-333-érzékeny dram késdi csucsaért felel6s lehet
az ABT-333-indukalt natrium- vagy kalciumdaram fokozddasa is, mivel az kifelé iranyuld
aramként jelenik meg. A kés6éi natriumaram hozzajarulasa azonban valészin(tlen, mivel az ABT-

333 csokkentette az AP V*max értékét, ami a natriumaram aktivalasa ellen szél.

5.8. A hERG-csatorna-aramok ABT-333-indukdalt csékkenése

Az ABT-333 4ltal kivaltott AP paraméter valtozasok, nevezetesen az APDsp és az APDqgp
novekedése, f6ként aranyuk megvaltozasa nélkll, valamint a V'max csokkenése az Ik, gatldsara

utalt. Ez varhato volt az ABT-333-ban talalhaté metanszulfonamid csoport miatt. Ezen kivil az
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ABT-333-érzékeny aram a késdi platofazisban is kifelé irdnyuld volt, ami szintén az Iy, gatlasara
utal. Tekintettel arra, hogy az Ik aramért a hERG-csatornak felel6sek, kisérleteket végeztiink a
hERG-csatornakat stabilan expresszald HEK-sejteken. Varakozasunknak megfelelén, a hERG-
medialt dramot az ABT-333 koncentraciofiggé maddon, 3,2 uM-os ICso értékkel gatolta.
Hasonldan néhany AP paraméterhez, ahol az ABT-333 &ltal kivaltott valtozasok (részben)
irreverzibilisek voltak kimosasra, a hERG-aram ABT-333 altali csokkentése sem volt teljesen
visszafordithato. S6t, az ABT-333 30 uM koncentracidéban torténd alkalmazasa a depolarizald
impulzus soran id6fliggs gatlast okozott, amelynek id6allanddja 0,87 £ 0,09 s. Ez arra késztetett
minket, hogy megvizsgaljuk az ABT-333 l|ehetséges hatdsait a hERG-csatorna kapuzasi
atmeneteire. Ennek alapjan 3 uM ABT-333 szignifikdnsan csokkentette a deaktivalasi idéallandd
aranyat (tasr-333 / Tkontrol = 0,46 + 0,04), 30 uM ABT-333 perfuzidja pedig az inaktivalasi
id6allando aranyat csokkentette 0,78 + 0,15-ra. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az ABT-

333 blokkolja a csatorna poérusat, féként a csatorna nyitott allapotaban.

5.9. Orvosi relevancia

Varakozasunknak megfelel6en az ABT-333 valdban blokkolta az Ik, dramot. Ezt
aldtdmasztotta (1) a kutya kamrai AP megnyuldsa; (2) a V'max csokkenése; (3) az ABT-333-
érzékeny dram késéi fazisanak hasonldésaga a Ixk—hez (E4031-érzékeny dram); és végil (4) az
expresszalt hERG-csatorndk, az Ix-ért felel6s csatornafehérje aramanak gatldsa. Ebben a
kisérletsorozatban 1-30 uM kdzo6tti ABT-333-at hasznaltunk, de tekintettel a terapias ABT-333
dozis (1 nM) és az altalunk vizsgalt koncentraciok kdzotti nagy kiilénbségre, az ABT-333 terdpids
koncentracidjat is vizsgaltuk. Eredményeink alapjan a terdpias dézis biztonsagosnak mondhato,

az ABT-333 nem befolyasolja szignifikansan a bal kamrai AP semelyik paraméterét.
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6. Osszefoglalds
6.1. CBA - TRPM4

A TRPM4 fehérje kifejez8dését a kutyasziv mind a négy Uregének falaban, valamint az
izoldlt bal kamrai kutya kardiomiocitakban is kimutattuk. A CBA egy meglehet&sen Uj, a 9-
phenanthrolnal specifikusabb TRPM4 gatld, igy alkalmasabb a TRPM4 sziv fiziologidban
betoltott szerepének tanulmanyozasara.

A CBA csokkentette az 1. fazis repolarizacié meredekségét, valamint enyhén névelte az
AP amplitudojat, mely hatdsokért valdszinlleg a szer o gatld hatasa felel6s. Az AP
rovidulésének tendencidja a befelé irdnyuld dramok gatldsaval magyarazhato, amelyek az APVC
méréseken lathatdak a platd fazisban. Ez a hatds a CBA befelé irdnyuld valdszinlileg a InaL
aramra gyakorolt gatld hatdsanak koszonhetd.

Eredményeink alapjan a CBA nem teljesen szelektiva TRPM4-csatorndkra, igy a csatorna
funkcionalis vizsgdlatara 6nmagdban nativ szoveten nem haszndlhatd, farmakoldgiai

kombindciéban valé alkalmazasa pedig fokozott koriltekintést igényel.

6.2. ABT-333 — Iy, (hERG)

Az ABT-333 a molekularis szerkezete alapjan potencialisan blokkolja a hERG-csatorndkat
és az lgr aramot. 1 uM ABT-333 alkalmazasa reverzibilis mdédon megnyujtotta az AP hosszat. A
0. és 1. fazis maximalis sebessége irreverzibilis csdkkenést mutatott. Magasabb ABT-333
koncentracidk nagyobb AP megnyulast, a korai platépotencial névekedését, ésa 0., az 1. és a
3. fazis maximalis sebességének csokkenését okoztak. Egyes sejtekben 3-30 uM koncentraciodju
ABT-333 alkalmazasa soran EAD-k jelentek meg.

Az APVC technikdval mért 10 uM ABT-333-érzékeny aram egy lx-ként azonosithatd
késGi kifelé iranyuld komponenst, valamint egy lw-ként azonosithatd korai kifelé iranyuld
komponenst is tartalmazott. Az ABT-333 koncentraciéflggs, részben reverzibilis mddon
csokkentette a hERG-csatorna altal kdzvetitett iondaramot, 3,2 uM-os félgatld koncentracioval.

Mindezek ellenére az ABT-333 szivritmuszavarok szempontjdbdl biztonsagosnak
tekinthet6, mivel plazmaszintje még tuladagolas esetén sem ér el uM-os koncentraciot,

terapids koncentrdacidja pedig nem befolydsolta az AP-t.
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