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SANTRUMPOS 

2-APB – 2-aminoetildifenilboratas 
[Ca2+]v – Ca2+ koncentracija ląstelės viduje  
[Mg2+]v – Mg2+ koncentracija ląstelės viduje 
[Mg2+]iš – Mg2+ koncentracija ląstelės išorėje 
ADF – adenozino difosfatas 
ADF-ribozė – adenozino difosfato ribozė 
AMF – adenozino monofosfatas 
ATF – adenozino trifosfatas  
BDM – 2,3-butandiono monoksimas 
BSA – jaučio kraujo serumo albuminas (angl. bovine serum albumin)  
CABG – vainikinių arterijų šuntavimas (angl. coronary artery bypass 

grafting) 
cADF-ribozė – ciklinė adenozino difosfato ribozė 
cAMF – ciklinis adenozino monofosfatas 
CAR – karvakrolis (5-izopropil-2-metil-fenolis; angl. carvacrol) 
DMSO – dimetilsulfoksidas  
DNR – deoksiribonukleino rūgštis 
DP – dešinysis prieširdis 
DOX – natrio deoksicholatas 
DS – dešinysis skilvelis 
DV – dvivalenčiai katijonai 
DVK – distaliniai (tolimieji) vingiuotieji inkstų kanalėliai  
EDTA – etilendiamintetraacto rūgštis 
EGTA – etilenglikoltetraacto rūgštis 
ELISA – imunofermentinė analizė (angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay) 
HE – hematoksilinas-eozinas  
HEPES – 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinoetanosulfoninė rūgštis 
HSH – hipomagnezemija su antrine hipokalcemija 
ICaL – lėta L-tipo Ca2+ srovė 
IDKM – idiopatinė dilatacinė kardiomiopatija 
IF – imunofluorescencija 
IHC – imunohistochemija 
IK1 – vidinio išlyginimo K+ srovė 
IŠL – išeminė širdies liga 
KP – kairysis prieširdis 
KS – kairysis skilvelis 
LSMU – Lietuvos sveikatos mokslų universitetas 
Mg·ATF – magnio ir adenozino trifosfato kompleksas 
Mg·GTF – magnio ir guanozino trifosfato kompleksas 
MIC – magniu blokuojami kanalai (angl. magnesium inhibited channels) 
mRNR – informacinė (angl. messenger) ribonukleino rūgštis 
NAD+ – nikotinamido adenino dinukleotidas (oksiduotas) 
PBS – fosfatinis druskų tirpalas (angl. phosphate-buffered saline) 
PFA – paraformaldehidas  
PGR – polimerazinė grandininė reakcija 
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PIP2 – fosfatidilinozitolio difosfatas 
PKA – baltymų kinazė A 
PLC – fosfolipazė C 
PPH – pirminė plautinė hipertenzija 
PV – prieširdžių virpėjimas 
RNR – ribonukleino rūgštis 
ROS – reaktyviosios deguonies formos 
RP – ramybės potencialas 
RT-PGR – tikro laiko polimerazinė grandininė reakcija 
Ser/Thr – serinas/treoninas 
SR – sinusinis ritmas 
šKB – širdies kanalo baltymas  
ŠKL – širdies ir kraujagyslių ligos 
ŠN – širdies nepakankamumas 
TA – motorinių transporto priemonių avarija 
TRP – receptorių trumpalaikio atsako į potencialą kanalai 

(angl. Transient Receptor Potential channels)  
TRPA – ankirino TRP kanalai (angl. TRP channels of Ankyrin) 
TRPC – kanoniniai TRP kanalai (angl. TRP channels of Canonical) 
TRPM – melastatino TRP kanalai (angl. TRP channels of Melastatin) 
TRPM6 – melastatino-6 pošeimio TRP kanalai (angl. Transient Receptor 

Potential channels of Melastatin-6 family) 
TRPM7 – melastatino-7 pošeimio TRP kanalai (angl. Transient Receptor 

Potential channels of Melastatin-7 family) 
TRPM6/TRPM7 – TRPM6 ir TRPM7 kanalų heteromerinė forma 
TRPY – mielių TRP kanalai (angl. TRP channels of Yeast) 
TRPML – mukolipino TRP kanalai (angl. TRP channels of Mucolipin) 
TRPN – TRP kanalai be mechanoreceptorinio potencialo 
TRPP – policistino TRP kanalai (angl. TRP channels of Polycystin) 
TRPV – vaniloidiniai TRP kanalai (angl. TRP channels of Vanilloid) 
VP – veikimo potencialas 
VPT – veikimo potencialo trukmė 
WB – imunoblotas (angl. Western Blot) 
WGA – kviečių gemalų agliutininas (angl. Wheat Germ Agglutinin) 
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ĮVADAS 

Iki šiol, receptoriaus trumpalaikio atsako į potencialą kanalai (TRP; angl. 
transient receptor potential) [1] širdyje detaliau buvo ištirti tik fibroblastuose 
ir sinusinio mazgo ląstelėse [2]. Tačiau, kardiomiocituose šie kanalai tirti 
mažai, nes nėra selektyvių farmakologinių medžiagų, kurios padėtų juos 
atskirti nuo daugybės kitų joninių kanalų.  

Melastatino šeimos TRPM7 kanalai ir jo homologiniai TRPM6 kanalai 
yra reguliuojami viduląsteliniu magniu. Nuo kitų joninių kanalų jie skiriasi 
tuo, kad yra bifunkciniai baltymai, turintys jonus transportuojantį kanalo 
segmentą ir kovalentiškai susietą fermentiškai aktyvią kinazės sritį [3]. Abu 
kanalai yra pralaidūs Ca2+ ir Mg2+ katijonams ir, šiuo metu, įvardijami, kaip 
pagrindiniai Mg2+ homeostazės reguliatoriai, tačiau jų raiška audiniuose yra 
skirtinga. Vyrauja nuomonė, kad TRPM7 kanalai yra gausiai aptinkami 
visose žinduolių ląstelėse, bet didžiausia jų raiška stebima širdyje ir inkstuose 
[4, 5], tuo tarpu TRPM6 raiška aptinkama tik inkstų, placentos ir žarnyno 
epitelio ląstelėse [6, 7]. Literatūros šaltinių duomenimis, TRPM6 ir TRPM7 
kanalai vaidina svarbų vaidmenį įvairiuose fiziologiniuose ir patologiniuose 
procesuose, įskaitant viduląstelinę Ca2+ ir Mg2+ homeostazę [8], širdies ritmo 
reguliavimą [9], fibrozę ir uždegimą [10] bei kt. Šiuo metu, šių kanalų 
funkcinis apibūdinimas daugiausia pagrįstas elektrofiziologiniais tyrimais 
[11–15]. Tačiau, natūraliose širdies raumeninėse ląstelėse (kardiomiocituose) 
dauguma TRPM6 ir TRPM7 kanalų lokalizuojasi viduląstelinių pūslelių 
(vezikulių) membranose [16, 17], kurie nėra pasiekiami naudojant 
patch-clamp metodą. 

Kardiomiocitų TRPM6- ir TRPM7-panašūs (angl. TRPM6- and 
TRPM7-like) kanalai aktyvuojasi sumažėjus viduląstelinei Mg2+ koncentra-
cijai. Per šiuos kanalus į ląstelę teka maža dvivalenčių (DV) katijonų srovė, 
o iš ląstelės – didelė vienvalenčių katijonų srovė. Tokie Mg2+-jautrūs kanalai 
buvo nustatyti įvairių rūšių organizmų (žmogaus, kiaulės, jūrų kiaulytės, 
žiurkės, pelės) kardiomiocituose. Tačiau vis dar nenustatyta baltymų, 
dalyvaujančių TRPM6- ir/ar TRPM7-panašios srovės pernašoje, raiška. 

Dauguma iki šiol atliktų TRPM6 ir TRPM7 kanalų raiškos tyrimų, 
naudojant sveikus [18] ir patologinių pakitimų paveiktus [19] žmogaus širdies 
audinius, buvo grindžiami tik genominių tyrimų duomenimis. Tačiau infor-
macinės ribonukleino rūgšties (mRNR) duomenų apie Trpm6 ar Trpm7 raišką 
įvairiose širdies dalyse yra vos keletas ir paskelbti rezultatai yra prieštaringi, 
ypač dėl Trpm6 raiškos. Daugelio tyrimų, atliktų su eksperimentinių gyvūnų 
ir žmogaus širdies audiniais, duomenimis Trpm6 mRNR raiška nebuvo 
aptikta [20–22]. Tik vienos studijos duomenimis, naudojant žmogaus širdies 
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dešiniojo prieširdžio (DP) homogenatus, buvo aptikti TRPM6 mRNR ir 
baltymas bei nustatyta, kad jų raiška padidėjusi prieširdžių virpėjimu (PV) 
sergančių pacientų širdies mėginiuose [23]. Tačiau dauguma atliktų genetinių 
tyrimų išvis nepateikia informacijos apie Trpm6 mRNR raišką [19, 24]. Taigi, 
neaišku ar TRPM6 baltymas yra kardiomiocituose. Taip pat išlieka atviras 
klausimas, ar TRPM6 ir TRPM7 baltymai gali būti aptinkami visose keturiose 
žmogaus širdies dalyse (prieširdžiuose ir skilveliuose). 

Šiame tyrime, taikydami skirtingus molekulinių tyrimų metodus, siekė-
me nustatyti ir įvertinti žmogaus ir kiaulės širdies audinių ir kardiomiocitų 
TRPM6 ir TRPM7 kanalų baltymų raišką, taip pat Mg2+-jautrios TRPM6- 
TRPM7-panašios srovės poveikį širdies elektriniams veikimo potencialams 
(VP). 
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DARBO TIKSLAS, MOKSLINIS NAUJUMAS 

Darbo tikslas 
Nustatyti žmogaus ir kiaulės kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 kanalų 

baltymų raišką, įvertinti galimus šių kanalų raiškos pokyčius, kai yra patolo-
giniai širdies pakitimai, bei galimą poveikį širdies elektriniam aktyvumui. 

Uždaviniai: 
1. Identifikuoti žmogaus ir kiaulės kardiomiocitų TRPM6 kanalo 

baltymą. Nustatyti skirtingų širdies dalių (prieširdžių ir skilvelių) 
kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 kanalų baltymų raišką. 

2. Ištirti ir įvertinti TRPM6 ir TRPM7 kanalų baltymų raišką modu-
liuojančių veiksnių (terpės joninės sudėties, acidozės ir TRP kanalų 
blokatorių) poveikį. 

3. Įvertinti galimą TRPM6 ir TRPM7 kanalų baltymų raiškos pokytį, 
kai yra diagnozuota išeminė širdies liga ir prieširdžių virpėjimas. 

4. Nustatyti ir įvertinti Mg2+-jautrios srovės poveikį širdies elektri-
niams veikimo potencialams. 

Mokslinis naujumas 
Mg2+-jautrių širdies TRPM6 ir TRPM7 kanalų vaidmuo dar nėra 

išaiškintas, ypač dėl abejotinos kardiomiocitų TRPM6 raiškos. Mes ištyrėme 
šių kanalų mRNR ir baltymų raišką, naudodami kontrolinių ir lėtinėmis 
ligomis (išemine širdies liga (IŠL) ir PV) sergančių pacientų dešiniojo 
prieširdžio ir eksplantuotų širdžių mėginius. Gautą informaciją taip pat 
palyginome su duomenimis, gautais tiriant eksperimentinius gyvūnus, tokius 
kaip kiaulė, kurios širdies-kraujagyslių sistema ir genetinė sudėtis yra artima 
žmogaus genomui. Naudodami imuninę fluorescencinę reakciją aptikome 
žmogaus ir kiaulės kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 baltymų raišką. Tačiau, 
fluorescencijos signalas nebuvo aptiktas inkubuojant kardiomiocitus be 
pirminių antikūnų arba naudojant blokuojančius peptidus. Taigi, mūsų rezul-
tatai pirmą kartą patvirtina, kad kardiomiocituose tikrai yra TRPM6 kanalo 
baltymas. Mes taip pat pirmą kartą nustatėme žmogaus ir kiaulės širdies visų 
keturių dalių kardiomiocitų abiejų (TRPM6 ir TRPM7) baltymų raišką. 

Gauti rezultatai taip pat atskleidė, kad įvairūs ekstraląsteliniai veiksniai 
(terpės joninė sudėtis, acidozė ir TRP kanalų blokatoriai), sukelia nepriklau-
somą ir dažnai priešingą TRPM6 ar TRPM7 baltymo imunofluorescencijos 
signalo moduliavimą. Tai mums leidžia teigti, kad šie kardiomiocitų kanalai 
tarpusavyje nesusiję ir gali funkcionuoti nepriklausomai vienas nuo kito. Be 
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to, mūsų tyrimų duomenys rodo farmakologinių poveikių atitikimą (angl. 
concordance) tarp išmatuotos baltymo imunofluorescencijos ir elektrofi-
ziologinių poveikių kanalo srovėms. 

Taip pat yra atitikimas tarp lėtinės širdies ligos poveikio kanalo raiškai ir 
kanalo srovėms. Galime teigti, kad šis tyrimas suteikia naujų žinių apie 
TRPM6 ir TRPM7 baltymų, susijusių su širdies ligomis (būtent lėtine IŠL ir 
PV) remodeliavimąsi. IŠL padidino abiejų tiriamų baltymų raišką ir tai rodo, 
kad TRPM6 ir TRPM7 yra susiję su širdies ir kraujagyslių ligų patogeneze.  

Mūsų tyrimai taip pat parodė, kad Mg2+-jautri srovė gali dalyvauti 
formuojant elektrinius VP. Vis dėlto, nėra aišku kokiomis sąlygomis 
Mg2+-jautrūs kanalai gali prisidėti prie širdies elektrinio aktyvumo. Tikėtina, 
kad Mg2+-jautri srovė gali moduliuoti veikimo potencialo trukmę (VPT), kai 
dėl reguliacinių procesų ar kanalų mutacijų sumažėja jautrumas viduląste-
liniam Mg2+, arba jei viduląselinė Mg2+ koncentracija žymiai sumažėja dėl 
ligų, tokių kaip lėtinė hipomagnezemija. Taigi, mūsų rezultatai patvirtina, kad 
Mg2+-jautrūs širdies kanalai dalyvauja reguliuojant širdies elektrinį aktyvu-
mą. Mg2+-jautrios srovės poveikis VPT gali būti svarbus norint suprasti 
terapinius procesus, kuriuose Mg2+ yra naudojamas aritmijų gydymui, ir taip 
pat norint susieti Mg2+ homeostazės pokyčius su kitomis širdies ligomis.  
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1. TRP kanalų šeima 

1.1.1. TRP kanalų atradimo istorija 
Receptorių trumpalaikio atsako į potencialą (TRP; angl. Transient 

Receptor Potential) joniniai kanalai pirmą kartą buvo aptikti paprastojoje 
vaisinėje muselėje (lot. Drosophila melanogaster), kai įvyko spontaninė genų 
mutacija į ištisinės nepertraukiamos šviesos sukeliamą signalą [25–27]. Dėl 
mutacijos, vaisinė muselė matė šviesą tik trumpą laiką [28]. Šis procesas 
aiškinamas sukelta membranos depoliarizacija, kurią nulėmė padidėjęs Ca2+ 
patekimas į ląstelės vidų. Dėl šios priežasties, Drosophila melanogaster 
matomas Ca2+ elektrinio signalo atsakas pavadintas receptoriaus trumpalaikiu 
atsaku į potencialą [29]. 

1.1.2. TRP kanalų struktūra, klasifikacija ir savybės 
TRP joniniai kanalai sudaro didelę neselektyvių katijoninių kanalų 

šeimą. Šie kanalai yra randami įvairių rūšių ląstelių plazminėje membranoje 
ir viduląstelinių organelių membranose, o tarpusavyje pasižymi tam tikrais 
struktūriniais panašumais. Pagal struktūrą TRP kanalai skirstomi į homo- ir 
heterotetramerus. Kiekvienas iš keturių tetramerus sudarančių subvienetų yra 
sudarytas iš šešių transmembraninių segmentų (S1–S6), kurie tarpusavyje 
sujungti kilpomis. Kanalo pora formuojasi keturių subvienetų centre, tarp S5 
ir S6 segmentų. Šie kanalai, viduląstelinėje ląstelės dalyje, prasideda amino 
grupe (-NH2) ir baigiasi karboksilo grupe (-COOH). TRP kanalai tarpusavyje 
skiriasi N- ir C- galų ilgiu ir juose esančiais segmentais (tam tikrų baltymų 
pasikartojimais (pvz., ankirino) ir fermentiniais subvienetais (pvz., kinazės)), 
kurie lemia skirtingas kanalų savybes ir funkcijas [30–34]. Specifiška TRP 
kanalų struktūra taip pat nulemia šių kanalų biofizikines savybes ir skirtingą 
atsakomąjį poveikį į egzogeninius ir endogeninius moduliatorius [32, 35]. 

TRP kanalai yra grupuojami į šešis kanalų pošeimius: TRPC („C“ − 
canonical), TRPV („V“ − vanilloid), TRPM („M“ − melastatin), TRPA 
(„A“ − ankyrin), TRPP („P“ − polycystin), TRPML („L“ − mucolipin) ir 
papildomi, t. y. TRPN (be mechanoreceptorinio potencialo) bei TRPY („Y“ − 
yeast) [36]. TRPC, TRPV ir TRPM pošeimius atitinkamai sudaro 7, 6 ir 8 
skirtingi kanalai. TRPA grupę sudaro tik vienas kanalas, o TRPML ir TRPP 
pošeimius – po tris kanalus. TRPN pošeimis aptiktas tik vaisinėse muselėse 
ir zebražuvėse, o TRPY – tik mielėse [4, 30, 36, 37]. 

Didžioji dalis TRP kanalų yra randami plazminėje membranoje. Tačiau, 
kai kurie iš šių kanalų (TRPV1 [38], TRPV2 [39], TRPM2 [40], TRPM7 [41], 
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TRPP2 [42]) yra aptinkami ir plazminėje membranoje ir viduląstelinėse orga-
nelėse, tokiose kaip endoplazminis tinklas, sinapsinės pūslelės ir lizosomos. 
TRPML kanalai yra lokalizuoti tik lizosomose [34].  

1.1.3. Ca2+ pralaidumas  
Dauguma TRP kanalų yra Ca2+ pralaidūs neselektyvūs katijoniniai 

kanalai (PCa2+/PNa+ < 10), išskyrus TRPM4 ir TRPM5, kurie yra selektyvūs 
vienvalenčiams katijonams (PCa2+/PNa+ < 0,05) bei TRPV5 ir TRPV6, kurie 
labai selektyvūs Ca2+ (PCa2+/PNa+ > 100). TRPM6 ir TRPM7 yra pralaidūs 
Mg2+, Ca2+, Zn2+ ir kitiems biologiškai svarbių metalų jonams, įskaitant 
sunkiųjų metalų jonus (pvz., Cu2+) (1.1.3.1 pav.) [36]. 

 

 
1.1.3.1 pav. TRP kanalų selektyvumas Ca2+ 

TRP kanalų selektyvumas Ca2+, išreikštas PCa2+/PNa+(/Cs+). Stulpeliai rodo didžiausias ir ma-
žiausias literatūroje randamas reikšmes; TRPM4 ir TRPM5 yra nepralaidūs Ca2+. Pritaikyta 
pagal [43].  

1.1.4. TRP kanalų aktyvacijos mechanizmai 
TRP kanalai neturi būdingo įtampos jutiklio ties ketvirtu trans-

membraniniu segmentu (S4), todėl nėra valdomi įtampa. Tačiau, šie kanalai 
gali reaguoti į šiluminius, mechaninius, cheminius, vietinius ląstelinius 
dirgiklius ir būti valdomi polimodaliniu būdu [29, 36]. TRPV1–TRPV4 ir 
TRPM3 kanalus aktyvina aukšta temperatūra, o TRPM8, TRPA1 ir TRPC5 – 
žema temperatūra [44–46]. TRPC kanalai gali būti suaktyvinti tiesiogiai, per 
fosfolipazės C signalinį kelią, dalyvaujant diacilgliceroliui (TRPC2, TRPC3, 
TRPC6, TRPC7) arba netiesiogiai, per dar nežinomą mechanizmą (TRPC1, 
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TRPC4, TRPC5) [47, 48]. TRPV5 ir TRPV6 yra pastoviai aktyvūs ir Ca2+ 
pralaidūs kanalai, tačiau endogeninių TRPV5 ir TRPV6 kanalų aktyvumo 
mechanizmai nežinomi [44]. Mg2+ jautrūs TRPM6 ir TRPM7 kanalai 
aktyvuojasi sumažėjus viduląstelinio Mg2+ koncentracijai (laisvo ar surišto su 
adenozino trifosfatu (ATF)) [5, 6, 49]. Padidėjusi viduląstelinio Ca2+ ([Ca2+]v) 
koncentracija yra būtina sąlyga TRPM4 [50], TRPM5 [51], TRPM2 [52] ir 
TRPA1 [53] kanalų aktyvacijai. TRPM2 gali būti aktyvuotas veikiant keliems 
dirgikliams, įskaitant adenozino difosfato ribozę (ADF-ribozę), oksiduotą 
nikotinamido adenino dinukleotidą (NAD+) ir oksidacinį stresą [54, 55]. 
TRPM3 aktyvuoja padidėjusi [Ca2+]v, D-eritrosfingozinas ir aukšta 
temperatūra [45, 56, 57]. Polimodalinis TRP kanalų aktyvavimas nulemia 
įvairias fiziologines ir patofiziologines šių kanalų funkcijas [33]. 

1.2. TRPM kanalų pošeimis 

1.2.1. TRPM kanalų struktūra 
Melastatino (TRPM) kanalų pošeimį sudaro 8 nariai (TRPM1–TRPM8). 

Šis kanalų pošeimis buvo pavadintas pagal pirmą atrastą narį TRPM1, kurio 
genas 1998 metais buvo identifikuotas melanomos audinyje [58]. TRPM 
kanalų baltymai taip pat yra sudaryti iš šešių transmembraninių segmentų, 
sujungtų citoplazminėmis ir necitoplazminėmis kilpomis, kurių terminaliniai 
galai baigiasi viduląstelinėje dalyje amino ir karboksilo grupėmis [59]. Cito-
plazminis N-galas turi vieną hidrofobinę sritį ir keturis TRPM pošeimiui 
būdingus homologinius segmentus, kurių biologinė reikšmė kol kas nėra 
žinoma. C-gale yra TRP dėžutė (angl. TRP box), sudaryta iš 25 amino rūgščių 
liekanų, sąveikaujančių su fosfatidilinozitolio difosfatu (PIP2; kai kurių TRP 
kanalų reguliatoriumi). Spiralinis segmentas (angl. coiled-coil) galimai 
dalyvauja tetramerinės struktūros susidaryme. C-gale taip pat yra ir 
individualus, kiekvienam TRPM nariui būdingas, segmentas [60]. Nustatyta, 
kad TRPM4 kanalai C-gale turi CaM sritį, o TRPM2, TRPM6 ir TRPM7 
kanalai C-gale turi fermentinį (angl. chanzyme) segmentą [61, 62]. TRPM2 
fermentinis segmentas panašus į „Nudix“ hidrolazes, kuris hidrolizuoja 
ADF-ribozę į adenozino monofosfatą (AMF) ir ribozės fosfatą [61]. TRPM6 
ir TRPM7 kanalai turi kinazinį segmentą, kuris gali būti priskiriamas 
netipinėms alfa baltymų kinazėms (1.2.1.1 pav.) [63]. 

TRPM kanalų pošeimį galima sugrupuoti į tris grupes: TRPM1 ir TRPM3, 
TRPM4 ir TRPM5, TRPM6 ir TRPM7. Aminorūgščių homologija tarp šių 
porų atitinkamai yra 56, 41 ir 49 proc. TRPM2 ir TRPM8 nariai kartu gru-
puojami rečiau, nes jų aminorūgščių sekos atitikimas yra tik 30 proc. [31, 64]. 
Funkcinius TRPM kanalus sudaro 4 subvienetai (tetramerai), kuriuos gali 



 16 

sudaryti vienodi arba skirtingi TRPM pošeimio nariai. Yra žinoma, kad hete-
romerinius tetramerus gali formuoti TRPM1 ir TRPM3 bei TRPM6 ir 
TRPM7 kanalai [65].  

 

 
1.2.1.1 pav. TRPM pošeimio kanalų schema 

TRPM pošeimio nariai yra suskirstyti į keturias grupes: TRPM1 ir TRPM3, TRPM2 ir 
TRPM8, TRPM4 ir TRPM5, TRPM6 ir TRPM7. Visi TRPM pošeimio kanalai turi TRPM 
homologinę sritį -NH2 gale, po kurios išsidėsto šeši transmembraniniai segmentai (S1-S6). 
Šie segmentai formuoja tetramerus, kurie sudaro katijonams pralaidžią kanalo porą. Vartų 
mechanizmą ir selektyvumą jonams nulemia du transmembraniniai segmentai S5 ir S6. 
TRPM1 yra kanalas, pastoviai pralaidus Ca2+. TRPM2 kanalas C-gale turi fermentinį 
segmentą ir yra pralaidus Na+, Ca2+, K+ ir Cs2+. TRPM3 yra pralaidus DV katijonams, ypač 
Ca2+ ir Mn2+. TRPM4 ir TRPM5 yra pralaidūs vienvalenčiams katijonams, bet nepralaidūs 
Ca2+. TRPM4 turi CaM sritį C-gale. TRPM6 pasižymi dideliu pralaidumu Mg2+ ir Ca2+. 
TRPM7 kanalas yra pralaidus visiems DV katijonams. TRPM8 yra pralaidus Ca2+. Pritaikyta 
pagal [66].   



 17 

1.2.2. TRPM kanalų savybės ir funkcijos 
TRPM pošeimio kanalai pasižymi įvairiomis funkcijomis. Šie kanalai yra 

pralaidūs vienvalenčiams jonams ir taip pat pasižymi kintamu selektyvumu 
Ca2+, Mg2+ ir kitiems DV katijonams. Atskirus TRPM kanalus aktyvuoja 
įvairūs dirgikliai, įskaitant tempimą, Ca2+, temperatūrą, lipidinius junginius ir 
kitus endogeninius bei egzogeninius veiksnius [67]. Tačiau kai kurių TRPM 
kanalų savybės ir fiziologinė funkcija yra mažai žinomi.  

TRPM1 kanalas nustatytas melanocituose ir yra mažiausiai ištirtas TRPM 
pošeimio narys [68].  

TRPM2 yra Ca2+ pralaidus katijoninis kanalas, kurį aktyvuoja vidu-
ląstelinė ADF-ribozė, pirimidino nukleotidai ir NAD+ [55]. Šis kanalas yra 
ląstelinis redokso jutiklis, kurį aktyvuoja peroksidas, ar kitos medžiagos, 
kurios dalyvauja reaktyviųjų deguonies (ROS) ir azoto formų susidaryme [54]. 
Ciklinė ADF-ribozė (cADF-ribozė), arachidono rūgštis ir viduląstelinis Ca2+ 

teigiamai moduliuoja TRPM2 funkciją [54, 69, 70]. Tačiau TRPM2 kanalų, 
N-gale neturinčių dalies transmembraninių segmentų, moduliacija nėra pilnai 
išaiškinta [71]. 

TRPM3 yra Ca2+ ir Mn2+ pralaidus kanalas. Spontanines sroves per šiuos 
kanalus gali sukelti hipotoniniai ekstraląsteliniai tirpalai ir ląstelių pabrin-
kimas. Taip pat TRPM3 gali būti aktyvuojamas sfingolipidais [56].  

TRPM4 ir TRPM5 yra neįprasti TRP šeimos kanalai, nes jie yra įtampa 
reguliuojami, Ca2+ aktyvuojami, vienvalenčiams katijonams selektyvūs joni-
niai kanalai [72, 73]. Vienvalenčių jonų pralaidumą lemia trumpa rūgštinių 
aminorūgščių seka poros kilpoje [62]. Nustatyta, kad vienvalenčiams jonams 
selektyvių kanalų aktyvinimas gali sumažinti membranos potencialą ir Ca2+ 
patekimą per kitus kanalus [50]. TRPM4 ir TRPM5, panašiai kaip ir daugelio 
kitų TRP kanalų, aktyvumas yra moduliuojamas PIP2 [51]. TRPM5 taip pat 
jautrus temperatūros pokyčiams ir aktyvuojasi 15–35 °C temperatūroje [74].  

TRPM6 ir TRPM7 kanalai pasižymi ypatinga struktūra, nes C-gale turi 
fermentinį baltymų kinazės segmentą [5, 75]. Šie baltymai yra DV katijonams 
selektyvūs kanalai, kurie pralaidūs fiziologiniams DV jonams (pvz.: Mg2+, 
Ca2+, Zn2+) ir sunkiųjų metalų jonams (pvz., Ni2+) [76, 77]. TRPM7 
aktyvumas yra reguliuojamas pH ir ATF. Sumažinus ekstraląstelinį pH nuo 
7,0 iki 4,0, TRPM7 kanalo aktyvumas padidėja dešimt kartų [78]. Taigi, dalis 
TRPM7 kanalų galėtų būti rūgščioje aplinkoje, pavyzdžiui, rūgštinėse 
pūslelėse. ATF žymiai padidina per TRPM7 kanalus tekančias sroves [5], 
tačiau šis poveikis mokslinėje literatūroje yra vertinamas prieštaringai. 
TRPM7 aktyvumą gali sustiprinti ATF, susidarant magnio ir ATF komplek-
sams (Mg⋅ATF), dėl to sumažėja laisvo viduląstelinio Mg2+ koncentracija 
[75]. Taip pat toks ATF poveikis gali būti dėl ATF suvartojimo PIP2 gamybai, 
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nes dėl PIP2 išeikvojimo sumažėja TRPM7 kanalų aktyvumas [79]. TRPM7 
kinazės segmento reikšmė taip pat vertinama prieštaringai. Remiantis 
Runnels su kolegomis atliktų tyrimų duomenimis, kinazės segmento 
mutacijos ATF surišimo srityje sumažina kanalo aktyvumą [5]. Vėliau buvo 
nustatyta, kad mutacijos kinazės segmente netrukdo aktyvuoti kanalo, nors 
jos keičia kanalo jautrumą Mg2+ slopinimui [80]. TRPM7 kanalų slopinimas 
nukleotidais priklauso nuo nukleotidų surišimo sričių tiek kinazės segmente 
tiek kanalo išorėje [81]. Kinazės segmentas taip pat svarbus TRPM7 kanalo 
pralaidumui (angl. trafficking) [82].  

TRPM8 yra nuo temperatūros priklausomas kanalas, kurį aktyvina 23–
28 °C temperatūra arba junginiai, sukeliantys vėsumo pojūtį (pvz.: mentolis, 
eukaliptas, icilinas) [83, 84]. Aktyvaciją šalčiu ir mentoliu galima atskirti, nes 
kelios mutacijos turėjo didelį poveikį aktyvacijai mentoliu ir tik minimalų 
poveikį aktyvacijai šalčiu [85]. Šie duomenys atskleidė, kad aktyvacijos sritys 
kanale, susijusios su mentoliu ir temperatūra, yra skirtingose vietose. Tai 
patvirtino ir TRPM8 kanalo aktyvumo moduliacija keičiant terpės pH, kuri 
sukėlė priešingus poveikius aktyvuojant mentoliu ar inicilinu ir šalčiu [86]. 
Manoma, kad TRPV1 ir TRPM8 kanalų aktyvacijos mechanizmai, susiję su 
temperatūra, yra panašūs [77, 87]. TRPM8 aktyvumą taip pat reguliuoja PIP2 
[88], nes šio junginio išeikvojimas sumažina mentolio ar vėsesnės 
temperatūros sukeltą aktyvumą. 

TRPM kanalai atlieka svarbų vaidmenį įvairiose srityse fiziologinėmis ir 
patologinėmis sąlygomis, kurios susijusios su jutimo funkcija, vėžiniais su-
sirgimais [89, 90], inkstų ir širdies veikla, neurologinėmis ligomis [91, 92] ir 
endotelio disfunkcija [93]. Pagrindinės TRPM šeimos savybės (raiška, selek-
tyvumas jonams, reguliacija) ir funkcijos apibendrintai pateiktos 1.2.2.1 len-
telėje. 
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1.2.2.1 lentelė. TRPM kanalų savybės ir funkcijos (pritaikyta pagal [29, 68]) 
Kanalas Raiška Selektyvumas Aktyvumo reguliavimas Funkcija 
TRPM1 Smegenys, 

odos 
melanocitai 

Neselektyvūs Aktyvuoja: La2+, 
pregnenolono sulfatas  
Blokuoja: Zn2+ 

Bipolinių ląstelių 
depoliarizavimas, 
melanomos meta-
stazių slopinimas 

TRPM2 Smegenys, 
kaulų 
čiulpai, 
blužnis 

Neselektyvūs 
(prie +20 °C),  
Na+ ir Ca2+ 
(prie +37 °C)  

Aktyvuoja: ADF-ribozė, 
cADF-ribozė, 2-deoksi-
ADF-ribozė, vandenilio 
peroksidas, Ca2+ 
Blokuoja: ekonazolas, 
klotrimazolas, (ADF-ribo-
zės) polimerazės inhibito-
riai ir kt. 

Oksidacinio streso 
pojūtis, insulino 
sekrecija, imuninis 
atsakas  

TRPM3 Kepenys, 
smegenys, 
hipofizė 

Neselektyvūs: 
Na+, K+, Ca2+ 

Aktyvuoja: hipo 
osmoliariškumas,  
D-eritrosfingozinas 
Blokuoja: La3+, Gd3+ 

Inkstų osmosinio 
slėgio homeostazė, 
gliukozės 
homeostazė 

TRPM4 Prostata, 
gaubtinė 
žarna, širdis, 
inkstai, 
sėklidės 

Selektyvūs 
vienvalenčiams 
katijonams: 
Na+, K+, Cs+ 

Aktyvuoja: Ca2+ 
Blokuoja: ATF, ADF, 
AMF, poliaminai 

Kalcio reguliavi-
mas, širdies laidu-
mo sutrikimų pre-
vencija, raumenų 
susitraukimo regu-
liacija 

TRPM5 Žarnynas, 
kepenys, 
plaučiai, 
skonio 
svogūnėliai 

Selektyvūs 
vienvalenčiams 
katijonams: 
Na+, K+, Cs+ 

Aktyvuoja: Ca2+, PIP2 
Blokuoja: trifenilfosforo 
oksidas 

Insulino sekrecija, 
sensorinė transduk-
cija skonio ląste-
lėse 

TRPM6 Inkstai, 
žarnynas 

Selektyvūs DV 
katijonams: 
Ca2+, Mg2+, 
Zn2+ ir kt. 

Aktyvuoja: Mg2+ sumažė-
jimas 
Blokuoja: rutenio raudo-
nasis 

Magnio pasisavi-
nimas ir homeosta-
zė inkstuose ir 
žarnyne 

TRPM7 Inkstai, šir-
dis, hipofi-
zė, kaulai, 
riebalinis 
audinys 

Selektyvūs DV 
katijonams: 
Ca2+, Mg2+, 
Zn2+ ir kt. 

Aktyvuoja: Mg2+ sumažė-
jimas, PIP2 skilimas, 
cAMF koncentracijos 
padidėjimas 
Blokuoja: Mg2+, La3+, 
Gd3+, sperminas, 2-APB, 
CAR  

Ląstelinė magnio ir 
kalcio homeostazė, 
ląstelių gyvybingu-
mas 

TRPM8 Sensoriniai 
neuronai, 
prostata, 
kepenys 

Neselektyvūs: 
Na+, K+, Cs+, 
Ca2+ 

Aktyvuoja: šaltis, 
mentolis, icilinas, 
linalolas, geraniolis 
Blokuoja: kapsazepinas 

Temperatūros 
(šalčio) jutimas 
(< 28 °C) 

Trumpinius žr. skyriuje – Santrumpos. 
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1.3. Magniui jautrūs TRPM6 ir TRPM7 pošeimio kanalai 

1.3.1. TRPM6 ir TRPM7 kanalų atradimo istorija 
Pirmą kartą TRPM7 kanalai buvo identifikuoti ir aprašyti tik 2001 metais 

trijų skirtingų mokslinių grupių (Clapham, Penner ir Ryazanov). Beveik 
vienu metu, šios trys mokslinės grupės nepriklausomai klonavo TRPM7 
kanalo baltymą, kuris buvo pavadintas skirtingais pavadinimais, atitinkamai 
PLIK, LTRPC7 ir ChaK1 [5, 75, 94]. Po to buvo identifikuotas ir TRPM6 
(TRP-PLIK2, LTRPC6, CHAK2, inkstų kinazė) – antrasis joninis kanalas, 
turintis kinazinį domeną [94]. Iš pradžių šie kanalai buvo vadinti MagNuM – 
magnio nukleotidais reguliuojami metalo jonų kanalai (angl. magnesium 
nucleotide regulated metal ion channels), nes naudojant Mg∙ATP buvo 
galima blokuoti jų funkcinį aktyvumą [75]. Tolimesni šių kanalų tyrimai 
parodė, kad laisvas viduląstelinis magnis taip pat pasižymi efektyviu 
blokuojamuoju poveikiu šiems kanalams, todėl jie pervadinti į MIC – magniu 
blokuojami kanalai (angl. magnesium inhibited channels) [95]. Naujausios 
mokslinės literatūros duomenimis, magnio jonams pralaidūs TRPM6 ir 
TRPM7 kanalai yra aktyvuojami sumažėjus viduląstelinio Mg2+ koncentra-
cijai (tiek laisvo, tiek surišto su ATF). Todėl, literatūroje šiuo metu jie 
dažniausiai vadinami TRPM6 ir TRPM7 – pagal šiuos baltymus koduojančio 
geno pavadinimą. 

1.3.2. TRPM6 ir TRPM7 kanalų struktūra 
Žmogaus TRPM6 kanalo baltymą (~231 kDa) koduoja 2022 aminorūgš-

tys, o TRPM7 baltymą (~212 kDa) – 1865 aminorūgštys. Šie baltymai turi 
50 proc. giminingą seką [96, 97]. TRPM6 ir TRPM7, kaip ir kiti TRPM kana-
lai, yra sudaryti iš keturių monomerų, turinčių po šešis transmembraninius 
segmentus (S1–S6), kurių centre yra pora (tarp S5–S6). Suformuota aktyvi 
TRPM6 ir TRPM7 kanalų pora valdoma įtampos pakitimu. Įtampa-valdomų 
kanalų ketvirtas transmembraninis segmentas yra įtampos sensorius, t. y. 
įkrautas teigiamu krūviu, nuo kurio priklauso kanalo būsena (atidarytas, 
uždarytas ar inaktyvuotas) [6, 98, 99].  

Serino-treonino (Ser/Thr) aminorūgštimis turtingos sritys (homologiškos 
α-kinazės šeimai) turi kelias autofosforilinimo vietas, kurios atpažįsta sub-
stratą. TRPM melastatinui homologinės srities funkcija nėra žinoma, tačiau 
nustatyta, kad šio segmento aminorūgščių liekanos (87–326) sąveikauja su 
sinapsiniais baltymais [5]. Šie kanalai turi išskirtinį struktūrinį elementą – 
kinazinį segmentą C-gale [100]. Atlikti TRPM6 ir TRPM7 kanalų kinazės 
segmento tyrimai atskleidė, kad šis susideda iš dviejų skilčių, kurios ribojasi 
su nukleotidų jungimosi vietomis. Taip pat nustatytas struktūrinis panašumas 
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tarp kinazės segmento ir nuo ciklinio AMF (cAMF) priklausomos baltymų 
kinazės A [101, 102]. Kinazė nėra būtina kanalo veiklai tiesiogiai, bet gali 
lemti kanalų aktyvumo reguliavimą [75, 81, 100]. Kanalų struktūra 
pavaizduota 1.3.2.1 pav. A dalyje. 

Dėl savo struktūrinių panašumų TRPM6 ir TRPM7 yra glaudžiai susiję 
ir, priklausomai nuo audinio, gali formuoti heterotetramerinius kompleksus 
(TRPM6/TRPM7), kai TRPM6 transfosforilina TRPM7 [6, 97]. 
Tetramerinius kanalus sudaro keturi homomeriniai (to paties baltymo) sub-
vienetai arba po du skirtingus kiekvieno baltymo subvienetus (1.3.2.1 pav. 
B). Nuo šių tetramerų struktūros priklauso TRPM6 ir TRPM7 kanalų 
patofiziologinis vaidmuo [11, 103]. Remiantis literatūros duomenimis, kai 
kurios TRPM6/TRPM7 kompleksų savybės skiriasi nuo TRPM6 ir TRPM7 
homomerinių kanalų savybių, įskaitant skirtingą pralaidumą Ni2+, porų 
struktūrinius skirtumus, kurie sukelia skirtingą jautrumą rūgštiniam pH, ir, 
galiausiai, kanalo laidumo skirtumus (TRPM6: nuo 82 iki 84 pS; TRPM7: 
nuo 40 iki 105 pS; TRPM6/TRPM7: 56,6 pS) [5, 11, 56, 99, 104]. 
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1.3.2.1 pav. TRPM6 ir TRPM7 kanalų struktūra  

bei TRPM6/TRPM7 tetramerų susidarymas 
(A) N-galą sudaro keturi melastatinui homologiški segmentai (MHR) ir pre-S1 (TRPM6) 
arba HR (TRPM7). Kanalo srityje yra šeši transmembraniniai segmentai (S1-S6) ir porą 
formuojanti kilpa tarp S5 ir S6 segmentų. C-galą sudaro TRP, spiralinis (CC), serino-treonino 
(S/T) ir kinazės (KD) segmentai. (B) TRPM6 ir TRPM7 kanalai formuoja tetramerus, su 
keturiais homomerinės arba heteromerinės formos subvienetais, sudarančiais DV katijonams 
laidžią porą membranoje. S1-S6 – transmembraniniai segmentai; a. r. – amino rūgštis. 
Pritaikyta pagal [64]. 
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1.3.3. TRPM6 ir TRPM7 kanalų savybės 
TRPM6 ir TRPM7 yra bifunkciniai baltymai, kurie formuoja joninius 

kanalus, pralaidžius DV katijonams, ir savo struktūroje turi kinazinę sritį [94]. 
TRPM6 raiška yra specifinė tam tikriems audiniams ir organams (inkstai, 
žarnynas ir kt.), o TRPM7 yra plačiai aptinkamas įvairaus tipo ląstelėse, 
nepriklausomai nuo vietos organizme [21, 22]. TRPM6 ir TRPM6/TRPM7 
heterotetramerai nėra taip išsamiai ištirti, kaip TRPM7, dėl to, kad nebuvo 
aišku ar TRPM6 sudaro atskirus homotetramerinius funkcinius kanalus. 
Panašiai, kaip TRPM7, TRPM6 kanalai pasižymi stipriu išoriniu laidumu, 
esant teigiamiems membranos potencialams, ir mažu vidiniu laidumu esant 
neigiamiems membranos potencialams [105]. 

Yra įrodyta, kad TRPM6 turi didesnį giminingumą Mg2+ nei Ca2+ [106]. 
TRPM6 kanalo pora yra pralaidi daugeliui DV katijonų, įskaitant Ba2+, Mn2+, 
Sr2+, Cd2+, Ni2+ ir Zn2+ [11, 106]. Kanalo aktyvumas yra reguliuojamas 
viduląsteliniu Mg2+ ([Mg2+]v) ir slopinamas ruthenium raudonuoju [106]. 
TRPM6, kaip ir TRPM7, yra jautrus viduląsteliniam Mg2+, ATF, PIP2, 
vandenilio peroksidui, 17β-estradioliui ir sfingozinui [6, 11, 107–109]. Li su 
kolegomis atliktais moksliniais tyrimais parodė, kad TRPM6 gali formuoti 
atskirus, nepriklausomus nuo TRPM7, funkcinius kanalus, kurie pasižymi 
skirtingais pralaidumo profiliais, skirtingais pokyčiais nuo pH ir skirtinga 
reakcija į TRP kanalų moduliatorių 2-aminoetildifenilboratą (2-APB). Ši 
farmakologinė medžiaga aktyvavo TRPM6 ir blokavo TRPM7 (kai 2-APB 
koncentracija < 1 mM), tačiau aktyvavo TRPM7 (kai 2-APB koncentracija 
> 1,5 mM) [11]. 

Nustatyta, kad TRPM7 kanalai taip pat yra pralaidūs ne tik Ca2+ ir Mg2+, 
bet ir kitiems DV katijonams [76]. Be to, Mg2+ dalyvauja šių kanalų regulia-
vime, t. y. sumažėjus viduląstelinei Mg2+ koncentracijai, kanalo aktyvumas 
sustiprėja, o didelė Mg2+ koncentracija slopina šių kanalų aktyvumą [75]. 
Esant fiziologiniams, neigiamiems membranos potencialams, TRPM7 
pasižymi labai maža vidine srove ir perneša tik DV katijonus, tokius kaip Ca2+ 
ir Mg2+, iš ekstraląstelinės erdvės į citozolį pagal koncentracijos gradientą. 
Tačiau, esant teigiamiems membranos potencialams, kai DV jonai neturi 
pakankamai varomosios jėgos patekti į ląstelę, padidėja viduląstelinių 
katijonų, tokių kaip K+ arba Cs+, transportavimo greitis iš ląstelės, o 
membranos potencialui esant didesniam nei +50 mV, taip pat kaip ir TRPM6, 
išeinančių iš ląstelės vienvalenčių katijonų srautai sukelia rektifikaciją. Tik 
visiškai pašalinus ekstraląstelinius DV katijonus, šie kanalai gali transportuoti 
vienvalenčius katijonus į ląstelės vidų. Šis procesas išlygina (angl. linearise) 
srovės-įtampos santykį, atskleisdamas išskirtinį TRPM7 kanalų specifiškumą 
DV katijonų transportavimui [75]. Neįprastą TRPM7 pralaidumo profilį 
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patvirtina ir eksperimentiniai tyrimai, kuriuose buvo tiriamas kitų DV 
katijonų pralaidumas, lyginant su Ca2+ (Zn2+ ≈ Ni2+ ≫ Ba2+ > Co2+ > Mg2+ ≥ 
Mn2+ ≥ Sr2+ ≥ Cd2+ ≥ Ca2+) [76]. TRPM7 selektyvumą gali reguliuoti ir 
ekstraląstelinis pH [78] bei kitos medžiagos (pvz.: 2-APB ar karvakrolis 
(CAR)) [11, 110].  

1.3.4. TRPM6 ir TRPM7 kanalų funkcijos 
TRPM6 raiška yra būdinga tik keliems ląstelių tipams, o TRPM7 yra 

plačiai paplitęs baltymas. Endogeninės TRPM7-panašios srovės registruo-
jamos įvairių tipų ląstelėse. Tačiau, yra tik keli sistemingi bandymai 
apibūdinti TRPM6 vaidmenį magniui jautrioms srovėms. Li su kolegomis, 
naudodami linijines ląsteles (CHOK1, HEK-293, DMCT) pademonstravo, 
kad TRPM6 ir TRPM7 kanalai pasižymi skirtingu atsaku į 2-APB [11]. 
Kitame tyrime, Ryazanova su kolegomis naudodami pelių embrionines 
kamienines ląsteles nustatė, kad pašalinus Trpm7 geną, išnyko ir endogeninės 
srovės per MIC/MagNuM kanalus. Tai rodo, kad TRPM6 negali kompensuoti 
TRPM7 nebuvimo [111]. Ryazanov su kolegomis pasiūlė hipotezę, kad 
α-kinazės labiau fosforilina Ser/Thr liekanas, esančias α-spiralėse, priešingai 
nei įprastos baltymų kinazės, kurios fosforilina jų fiziologinius substratus 
β-klostėse ir kitose struktūrose [112–114]. Tyrimai in vitro parodė, kad 
TRPM6 ir TRPM7 baltymų kinazės gali fosforilinti IIA, IIB ir IIC tipo 
mioziną [115]. Todėl įmanoma, kad TRPM6 baltymo kinazė taip pat 
fosforilina ir kitus TRPM7 baltymo kinazės substratus (aneksinas A1, 
fosfolipazė Cγ2) [116, 117]. Taip pat, TRPM6 baltymo kinazė gali autofosfo-
rilinti savo Ser/Thr liekanas [118], tačiau šis procesas nėra pilnai ištirtas. Vis 
dėlto, nepaisant ypatingos šių kanalų svarbos, didžioji dauguma 
elektrofiziologinių tyrimų buvo atlikta tik ekspresavus TRPM7 baltymą į 
Xenopus laevis oocitus, įvairias linijines ląsteles (HEK293, CHOK1, HeLa, 
Jurkat T, RBL-2K3) [75, 119, 120] arba su transgeninių pelių širdies 
ląstelėmis [9]. Šių kanalų tyrimai natūraliuose širdies miocituose elektro-
fiziologiniais tyrimų metodais yra sudėtingi dėl įvairių joninių kanalų gausos 
ir buvo atlikti tik kelių mokslinių grupių [12, 121]. 
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1.3.5. TRPM6 ir TRPM7 kanalų fiziologinė/patofiziologinė reikšmė 
Nustatyta, kad tiek TRPM6, tiek TRPM7 kanalai yra glaudžiai susiję su 

Mg2+ ir Ca2+ homeostazės palaikymu organizme, o tai siejama su fiziologi-
niais procesais ir ligų vystymusi [122, 123].  

TRPM6 kanalų įtaka Mg2+ homeostazei yra itin svarbi inkstuose ir plo-
nojoje žarnoje [6]. Taip pat nustatyta, kad šie kanalai dėl magnio homeostazės 
svarbūs ir pieno liaukų epitelio [124] bei storosios žarnos [125] ląstelėms. 
Vėliau atlikti tyrimai su HEK923 ląstelėmis ir Xenopus laevis oocitais parodė, 
kad TRPM6 mutacijos nulemia TRPM6/TRPM7 kompleksų susidarymą, 
slopinant TRPM6 raišką. Manoma, kad šis procesas gali stipriai nulemti 
žarnyno veiklą ir Mg2+ reabsorbciją inkstuose [65, 126].  

TRPM6 kanalai dalyvauja ir kituose svarbiuose fiziologiniuose proce-
suose, įskaitant ankstyvą embriono vystymąsi, kuriame TRPM6 yra būtinas 
išgyvenimui. Tyrimai atlikti su pelėmis rodo, kad šio baltymo trūkumas yra 
letalus [127, 128]. Vėlesni tyrimai su Xenopus laevis parodė, kad TRPM6 
kanalo funkcijos sutrikimai embriogenezėje sukėlė gastruliacijos ir nervinio 
vamzdelio uždarymo defektus, o vertinant organų dydį kai kurie embrionai 
turėjo galvos, akių ir smegenų pakitimų [129]. 

TRPM7 kanalų pašalinimas iš DT-40 B limfocitų sukėlė šio tipo ląstelių 
žūtį [75]. Be to, naudojant šio tipo ląsteles buvo nustatyta, kad kinazinė dalis 
taip pat dalyvauja Ca2+ homeostazės palaikyme [130]. TRPM7 kanalai 
atsakingi už Ca2+ patekimą į adipocitus, kurį nulemia ląstelės Mg2+ 
koncentracija ir inhibitoriai (2-APB, vandenilio peroksidas ir kt.), slopinantys 
per TRPM7 kanalus tekančias sroves [131]. Parodyta, kad endotelio ląstelėse 
TRPM7 yra susiję su augimo ir proliferacijos procesu [132]. TRPM7 kanalo 
aktyvumas taip pat svarbus acetilcholiną išskiriančių sinapsinių pūslelių 
susiliejimui [17]. 

Neseniai atliktame tyrime, taikant genetinius ir elektrofiziologinius 
tyrimų metodus, buvo nustatyta, kad TRPM7 svarbus ne tik Ca2+, bet ir kitų 
DV katijonų, tokių kaip Zn2+, Mg2+, balansui organizme palaikyti. Tyrimo 
autoriai nustatė, kad TRPM7 kanalas dalyvauja organizmo mineralų 
homeostazės palaikyme žarnyne ir inkstuose ir šio kanalo svarbą augimui ir 
vystymuisi po gimimo [133].  

Mg2+ taip pat dalyvauja ir fermentinėse reakcijose. Dėl šios priežasties, 
medžiagų apykaitos sutrikimai, lemiantys šių jonų transportavimą per 
TRPM6 kanalus, sukelia sisteminius pokyčius ir patologinius pakitimus [134, 
135]. Hipomagnezemija su antrine hipokalcemija (HSH) yra autosominiu 
recesyviniu būdu paveldima liga, kuriai būdingi neurologiniai sutrikimai, 
įskaitant traukulius ir raumenų spazmus, dėl Mg2+ trūkumo [136]. Buvo nu-
statyta, kad šeiminiai hipomagnezemijos atvejai yra susiję su 9q chromosoma 
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[106]. Atliekant genetinius tyrimus buvo nustatyta keletas TRPM6 mutacijų, 
sukeliančių šią ligą [7, 137, 138]. Sergant HSH, dėl Trpm6 mutacijos, negali 
susidaryti TRPM6 ir TRPM7 heterotetrameriniai kompleksai [65]. Kito 
mokslinio tyrimo metu buvo nustatyta, kad įgimtą ir įgytą hipomagnezemiją 
nulemia skirtingos priežastys, tačiau, molekuliniai ligos vystymosi mechaniz-
mai yra tokie patys [139]. TRPM6 gali dalyvauti ir autosominiu dominantiniu 
būdu paveldimos hipomagnezemijos patogenezėje [140]. 

TRPM6 sutrikimai taip pat susiję su komplikacijomis, atsirandančiomis 
dėl lėtinių ligų, tokių kaip diabetas [141, 142]. Naudojant pelių hipertenzijos 
modelį nustatyta, kad aldosterono infuzija paveikė TRPM6 kanalo baltymo 
raišką plazminėje membranoje, sukeldama hipomagnezemiją ir pablogin-
dama hipertenzijos sukeltą inkstų pažeidimą. Atstatant Mg2+ koncentraciją, 
sumažėjo aldosterono sukeltas kraujospūdžio padidėjimas, inkstų fibrozės 
laipsnis ir oksidacinis stresas, nulemtas padidėjusios TRPM6 kanalo baltymo 
raiškos. Tai rodo glaudų TRPM6 kanalų ryšį su aldosterono sukeltu poveikiu 
širdies ir kraujagyslių bei inkstų funkcijai [143]. 

TRPM7 kanalai dalyvauja ne tik kalcio ir magnio jonų homeostazėje 
[144, 145], bet ir imuninės sistemos homeostazėje [146], embriono vystymosi 
procese [144], viduląstelinių ligandų Ca2+ ir Mg2+ sukeliamos hipo- ir 
hiperkalcemijos bei hipo- ir hipermagnezemijos procesų atsiradime ir/ar jų 
palaikyme.  

TRPM7 kanalų aktyvumas registruojamas įvairiomis patologinėmis 
sąlygomis: sergant Alzheimerio liga, aneurizmomis [44, 147, 148], sergant 
arterine hipertenzija [149–152], diabetu [153, 154], esant smegenų išemijai ir 
hipoksijai [155]. TRPM7 dalyvauja širdies ir kraujagyslių ligų patogenezėje. 
Padidėjęs kanalo laidumas kalcio jonams gali nulemti prieširdžių fibroblastų 
fibrogenezę (1.3.5.1 pav.) [156, 157]. Šių kanalų aktyvumas registruojamas 
kai yra padidėjęs kraujospūdis ir yra įvairūs širdies ritmo sutrikimamai (PV) 
ir kt. [14, 44, 147, 148]. TRPM7 kanalų aktyvumas taip pat susijęs su 
metaboliniu sindromu, pankreatitu ir širdies raumeninio audinio pažeidimu 
[158]. Be to, buvo parodyta, kad TRPM7 kanalo baltymo raiška ir aktyvumas 
yra susiję su inkstų kraujagyslių hiperpralaidumu ir inkstų funkcijos sutri-
kimu [93, 159].  
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1.3.5.1 pav. Hipotetinis signalinių kelių modelis, susijęs su prieširdžių 
fibrogeneze ir TRPM6, TRPM7 kanalais  

ERK – ekstraląstelinio signalo reguliuojama kinazė; Rho – guanozino trifosfato hidrolazė; 
TGF-β – transformuojantis beta augimo faktorius. Pritaikyta pagal [157]. 

TRPM7 kanalo funkcijos ir sutrikimai, stebimi įvairių piktybinių procesų 
patogenezėje [160, 161], įskaitant kasos adenokarcinomą [162, 163], retino-
blastomą [164] ir melanomą [165]. Tyrimai atlikti su prostatos navikinėmis 
ląstelėmis parodė svarbų Ca2+/Mg2+ santykio vaidmenį navikinio proceso 
patogenezėje [166, 167]. Navikiniai susirgimai gali išsivystyti dėl pokyčių 
procesuose (Mg2+ homeostazė, ląstelių proliferacija, diferencijacija ir 
migracija), kuriuose dalyvauja TRPM6 ir TRPM7 kanalai [168]. Be to, yra 
manoma, kad didelė TRPM7 kanalo baltymo raiška galėtų būti naudojama 
kaip išankstinis žymuo, skirtas nustatyti ankstyvų stadijų vėžinius susirgimus 
[169]. Pagrindiniai TRPM6 ir TRPM7 kanalų moduliatoriai, jų fiziologinės 
funkcijos ir dalyvavimas ligų patogenezėje pateikti 1.3.5.1 lentelėje [64]. 
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1.3.6. TRPM6 ir TRPM7 kanalų reguliaciniai mechanizmai 
Magnio homeostazės palaikymui itin svarbus veiksnys yra magnio 

reabsorbcija inkstuose. Šį procesą kontroliuoja TRPM6 kanalai. Nuo jų 
pralaidumo priklauso Mg2+ balansas sveikame ir ligų paveiktame organizme 
[170]. TRPM6 kanalų reguliaciją molekuliniame lygmenyje lemia daugelis 
veiksnių, tokių kaip: adenohipofizės gaminami tropiniai hormonai, įvairūs 
viduląsteliniai faktoriai ir taip pat kinazinis domenas [171–173] (1.3.6.1 
lentelė). Eksperimentiniais tyrimais nustatyta, kad TRPM6 yra EGF ir 
17-β-estradiolio reguliacinis taikinys [172, 173]. Tačiau, išsami informacija 
apie TRPM6 kanalų pernašos funkciją išlieka neaiški. Todėl, tikimasi, kad 
tolimesni TRPM6 kanalų tyrimai suteiks daugiau informacijos apie Mg2+ 
homeostazę ir bus naudingi su šiuo veiksniu susijusių ligų diagnozavimui ir 
valdymui [172].  

1.3.6.1 lentelė. TRPM6 kanalų reguliaciją lemiantys veiksniai [pritaikyta 
pagal [172] 

Reguliacinis veiksnys Poveikis Paveiktas procesas 
Magnis, gaunamas su maistu ↑ Transkripcija* 
Estrogenas ↑ Transkripcija (inkstuose) 
Takrolimas ↓ Transkripcija (inkstuose) 
Ciklosporinas A ↓ Transkripcija (NRK-52E ląstelėse) 
Chroninė metabolinė acidozė ↓ Transkripcija (inkstuose) 
Chroninė metabolinė alkalozė ↑ Transkripcija (inkstuose) 
NCC inhibicija ↓ Transkripcija (inkstuose) 
Viduląstelinis magnis ir magnio 
nukleotidai ↓ Kanalo aktyvumas 

EGF ↑ Kanalo aktyvumas 
RACK1 ↓ Kanalo aktyvumas 
Prijungtas α-kinazinis domenas Netiesioginis Kanalo aktyvumas 
Rūgštinis pH ↑ Vienvalenčių jonų srovė 

*Sumažėjęs magnio suvartojimas, didina inkstų TRPM6 kanalų mRNR raišką, o magniu 
praturtintas maistas padidina TRPM6 kanalų mRNR raišką žarnyne. ↑ ir ↓ reikšmingai 
padidina arba sumažina atitinkamai nurodytą procesą, įskaitant genų transkripciją, dvivalen-
čių jonų pralaidumą ir TRPM6 kanalų aktyvumą. NRK-52E – žiurkės inkstų epitelio ląstelių 
linija, endogeniškai ekspresuojanti TRPM6; NCC – tiazidui jautrus NaCl katalizatorius; 
EGF – epidermio augimo faktorius; RACK1 – aktyvuotos C-kinazės receptorius. 

TRPM7 kanalai gali būti pastoviai aktyvūs (iki 10 proc. net ir ląstelėse, 
esančiose ramybės būsenoje) ir/arba būti reguliuojami įvairių veiksnių. Vienas 
svarbiausių TRPM7 kanalų aktyvumo reguliatorių yra Mg2+ (tiek laisvas, tiek 
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ir komplekse su nukleotidais). Tyrimais parodyta, kad esant fiziologinei (3–
4 mM) Mg·ATF koncentracijai, srovė per TRPM7 kanalus nepadidėjo, o 
didesnės koncentracijos turėjo slopinantį poveikį [75, 174]. TRPM7 
slopinimas neapsiriboja tik adenino nukleotidais. Nustatyta, kad kiti purino ir 
pirimidino trifosfatai taip pat slopina sroves, tekančias per TRPM7 kanalus. 
Dinukleotidai taip pat gali slopinti šias sroves, tačiau silpniau. Tuo tarpu, 
nukleotidų monofosfatai negali sudaryti kompleksų su Mg2+, todėl neturi 
jokio poveikio srovių per TRPM7 kanalus, reguliavimui [81, 174]. 

Literatūros duomenimis, šiuo metu yra nustatyti keli TRPM7 kanalų 
reguliaciniai mechanizmai. Vieningai sutariama, kad TRPM7 kanalas slopi-
namas kai yra padidėjusi tiek viduląstelinė laisvo Mg2+ koncentracija, tiek 
komplekse su ATF. Demeuse su kolegomis nustatė, kad TRPM7 kanalas gali 
būti reguliuojamas per TRPM7 kanale esančią laisvo Mg2+ rišimosi vietą ir 
kinazinėje dalyje esančią Mg·NTP (magnio ir vieno iš nukleotidų 
kompleksas) rišimosi vietą. Užblokavus kinazinę dalį, Mg2+ rišimosi vieta 
kanale išlieka aktyvi ir gali nepriklausomai reguliuoti kanalo vartinį 
mechanizmą [81]. Be to, manoma, kad šis kanalas gali būti reguliuojamas ir 
fosfolipazės C (PLC), kuri katalizuoja PIP2 hidrolizę, ir cAMF [79, 175]. 
Tačiau dėl šių reguliacinių mechanizmų vieningos nuomonės nėra.  

TRPM7 kanalo funkcija taip pat gali būti siejama ir su fosforilinimu. 
Nustatyta, kad TRPM7 mutacijos (T1482I (žuvų, amfibijų, paukščių bei 
primatų) bei Ser-1482 (žiurkių ir pelių)) yra susiję su TRPM7 C-gale esančio 
Ser/Thr α-kinazinio domeno autofosforilinimu. Kito tyrimo metu, 
rekombinantinis TRPM7 kanalas su T1482I mutacija buvo aptiktas HEK-293 
ląstelėse, kuriose TRPM7 kanalai išliko funkcionalūs, tačiau buvo padidėjęs 
jautrumas Mg2+ slopinančiam poveikiui [75, 148, 176]. Kiti kanalo aktyvumą 
lemiantys veiksniai pateikti 1.2.2.1 lentelėje (žr. 1.2.2 skyrių). 

1.4. Magnis  

1.4.1. Mg2+ homeostazė 
Mg2+ yra antras gausiausias viduląstelinis katijonas gyvose ląstelėse, kuris 

atlieka daug gyvybiškai svarbių funkcijų organizme [177]. Šis elementas, 
kaip kofaktorius, aktyvina daugiau nei 300 fermentų. Mg2+ reguliuoja 
fermentų aktyvumą keliais būdais: prisijungdamas prie fermento aktyviojo 
centro; sąveikaudamas su substratais (pvz., ATF); sukeldamas fermento kon-
formacinius pokyčius, lemiančius katalizuojamos reakcijos moduliavimą ir 
skatindamas fermentinių kompleksų susidarymą [177–179]. Mg2+ dalyvauja 
daugelyje gyvybiškai svarbių procesų, tokių kaip baltymų, riebalų ir riebalų 
rūgščių sintezė bei nukleorūgščių metabolizmas [179, 180]. Magnis reguliuo-
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damas kitus joninius kanalus, padeda palaikyti transmembraninį kalio, kalcio 
ir natrio jonų gradientą. Magnio jonai veikia kaip Ca2+ antagonistas, todėl gali 
nulemti procesus, kuriuos reguliuoja ląstelinis Ca2+. Šis procesas itin svarbus 
palaikant normalią raumenų ir nervų sistemos funkciją [178, 179].  

Organizme magnio homeostazė palaikoma dėl pusiausvyros tarp magnio, 
gaunamo su maistu ir išskiriamo su šlapimu. Šią pusiausvyrą reguliuoja 
inkstai. 3–5 proc. į glomerulų filtratą patekusių magnio jonų išskiriama į 
šlapimą, tuo tarpu didžioji jonizuoto magnio dalis reabsorbuojama per Henlės 
kilpą ir distalinius vingiuotuosius kanalėlius (DVK) (1.4.1.1 pav.) [106]. 

 

 
1.4.1.1 pav. Magnio homeostazės schema 

Schemoje pavaizduotas per parą suvartojamas ir išskiriamas Mg2+ kiekis. Kasdien žarnyne 
yra absorbuojama apie 120 mg, o išskiriama apie 20 mg magnio. Todėl grynasis magnio 
suvartojimas per dieną yra apie 100 mg. Inkstų glomerulai per parą perfiltruoja apie 2400 mg 
Mg2+, iš kurių 2300 mg yra reabsorbuojama inkstų kanalėliuose. Šis skirtumas atitinka 
magnio pasisavinimą žarnyne. Pritaikyta pagal [181]. 

Bendra ląstelinio Mg2+ koncentracija dažniausiai yra nuo 5 iki 10 mM 
daugelyje tirtų žinduolių ląstelių tipų, tačiau kai kuriose ląstelėse ji gali būti 
iki 20 mM. Labiausiai jonizuotas Mg2+ yra komplekse su ATF ir kitais 
nukleotidais, taip pat esantis mitochondrijose ir sarkoplazminiame tinkle. 
Mg2+ kaupimasis išvardintose organelėse atsiranda dėl šių jonų gebėjimo 
prisijungti prie baltymų, fosfolipidų, nukleorūgščių, nukleotidų ar chromatino 
[180, 182]. Daugumos tirtų ląstelių laisvo Mg2+ koncentracija citozolyje 
vyrauja nuo 0,5 iki 1 mM (~10 proc. viso ląstelinio Mg2+) [180].  



 36 

Magnis atlieka daug gyvybiškai svarbių funkcijų organizme, todėl 
sutrikusi šio elemento reguliacija gali nulemti patologinių būklių atsiradimą. 
Yra žinoma, kad magnis svarbus širdies darbui, palaiko ritmingą širdies 
veiklą, atpalaiduoja raumenis, plečia kraujagysles, tokiu būdu mažinant padi-
dėjusį kraujo spaudimą. Nepakankamas magnio kiekis gali prisidėti prie širdies 
ir kraujagyslių ligų patogenezinių mechanizmų išsivystymo (pvz., hiperten-
zijos) (1.4.1.2 pav.) [143]. 

 

 
1.4.1.2 pav. Magnio jonų poveikio ligų patogenezei schema 

Pagrindinės ligos, kuriomis sergant buvo nustatyti Mg2+ homeostazės sutrikimai ir/arba 
paskirtas gydymas magnio preparatais. LOPL – lėtinė obstrukcinė plaučių liga. Pritaikyta 
pagal [181]. 
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1.4.2. Mg2+ kanalai ir nešikliai 
Baltymų ir deoksiribonukleino rūgšties (DNR) sintezė priklauso nuo 

viduląstelinio Mg2+ koncentracijos, todėl šio katijono koncentracija ląstelėje 
yra griežtai reguliuojama [181]. Pastovi viduląstelinio Mg2+ koncentracija yra 
palaikoma reguliuojant pusiausvyrą tarp Mg2+ įsisavinimo, viduląstelinio 
Mg2+ atsargų ir Mg2+ pašalinimo. Magnio jonai per ląstelės plazminę ir 
organelių membranas yra transportuojami per TRPM6, TRPM7 ir/ar kitus 
kanalus (Mg2+ patekimas) ir baltymus nešiklius (Mg2+ išmetimas). Magnio 
jonus transportuojantys kanalai gali būti specifiškesni Mg2+, arba būti 
pralaidūs įvairiems DV katijonams. Mg2+ pralaidūs kanalai yra randami 
plazminėje membranoje, mitochondrijose, endoplazminiame tinkle ir 
Goldžio aparate [180, 183]. Daugėjant atliktų genetinių tyrimų, tiriant įvairias 
žmonių ligas, buvo identifikuoti ir Mg2+ pernašoje dalyvaujantys baltymai 
(TRPM6, TRPM7, MagT1 (angl. Magnesium transporter protein 1), SLC41A1 
(angl. Solute carrier family 41 member 1), ciklinas M2 (CNNM2), ciklinas 
M4 (CNNM4) ir kt.). Plačiai organizme aptinkami baltymai – TRPM7, 
MagT1 ir SLC41A1, bei audiniams specifiniai – TRPM6 (inkstai; storoji 
žarna), CNNM2 (inkstai) ir CNNM4; storoji žarna). Nors tikslios šių baltymų 
funkcijos dar tiriamos, buvo nustatyta, kad tik TRPM6 ir TRPM7 yra atsa-
kingi už Mg2+ homeostazę organizme [181].  

1.4.3. TRPM6 ir TRPM7 kanalų reikšmė organizmo  
Mg2+ homeostazės palaikyme 
Žmogaus organizme Mg2+ homeostazė palaikoma dėl pusiausvyros tarp 

Mg2+ absorbcijos žarnyne ir Mg2+ išskyrimo per inkstus [178, 184, 185]. 
Magnio absorbcija vyksta plonajame ir storajame žarnyne, dviem skirtingais 
būdais: aktyviuoju viduląsteliniu (angl. transcellular) ir pasyviuoju tarpląste-
liniu (angl. paracellular). Esant mažai viduląstelinei (angl. intraluminal) 
magnio koncentracijai, Mg2+ absorbuojamas viduląsteliniu keliu, kurį lemia 
aktyvus Mg2+ pasisavinimas epitelinių ląstelių paviršiuje. Tarpląstelinis kelias 
svarbus, kai padidėja išorinė (angl. luminal) Mg2+ koncentracija. Šis procesas 
parodo pasyviąją Mg2+ pernašą per glaudžias jungtis tarp epitelio ląstelių 
[181, 184, 185]. Mg2+ absorbciją plonajame žarnyne skatina pasyvioji 
tarpląstelinė pernaša pagal elektrocheminį gradientą. Tuo tarpu, storajame 
žarnyne Mg2+ pernaša vyksta tik viduląsteliniu keliu (1.4.3.1 pav.) [181]. 
TRPM6 kanalo baltymas yra dažniau aptinkamas storosios žarnos epitelio 
ląstelėse [7, 128]. Remiantis atliktais moksliniais tyrimais su pelėmis, buvo 
parodyta, kad Mg2+ įsisavinimas, per TRPM6 kanalus, yra svarbus žarnyno 
veiklai. Dėl to, kad žarnynui specifinė Trpm6 abliacija pelėse sukėlė 
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hipomagnezemiją. Tai rodo, kad Wild Type pelių inkstai negali kompensuoti 
Trpm6 nebuvimo žarnyne [128]. 

 
1.4.3.1 pav. Magnio jonų pernašos žarnyne schema 

Plonajame žarnyne Mg2+ absorbuojamas pasyviuoju tarpląsteliniu būdu. Storajame žarnyne 
Mg2+ pernešamas aktyviuoju viduląsteliniu būdu, dalyvaujant baltymams (TRPM6, TRPM7, 
CNNM4). EnaC – epitelinis natrio jonų kanalas; CNNM4 – ciklinas M4. Pritaikyta pagal 
[181]. 

Inkstuose, maždaug apie 80 proc. viso kraujo serume esančio Mg2+ yra 
filtruojami glomeruluose, iš kurių daugiau nei 95 proc. reabsorbuojami išilgai 
nefrono atgal į kraują. Tik apie 3–5 proc. glomerulų filtrate esančio Mg2+ yra 
išskiriami su šlapimu fiziologinėmis sąlygomis, 10–15 proc. vėl absorbuo-
jami inkstų proksimaliniuose vingiuotuosiuose kanalėliuose, o 60–70 proc. 
pasyviai reabsorbuojami kylančiojoje Henlės kilpos dalyje. Tik apie 5–
10 proc. glomerulų filtrate esančio Mg2+ reabsorbuojami viduląsteliniu būdu 
DVK. Šis magnio kiekis apibūdina galutinį su šlapimu išskiriamo Mg2+ kiekį. 
TRPM6 kanalo baltymas aptinkamas DVK, todėl manoma, kad būtent jis yra 
atsakingas už reguliaciją, susijusią su galutiniu Mg2+ išsiskyrimu su šlapimu 
[179, 181, 184]. Tačiau, eksperimentiniai tyrimai su pelėmis, turinčiomis spe-
cifinę Trpm6 inaktyvaciją inkstuose parodė, kad Mg2+ kiekis šių pelių kraujo 
plazmoje buvo normos ribose. Taip pat nustatyta, kad Trpm6 svarbus Mg2+ 
transportui žinduolių placentoje ir trynio maišelyje [128]. Įvairių mokslinių 
grupių atlikti tyrimai rodo, kad TRPM6 yra pagrindinis Mg2+ homeostazės 
reguliatorius prenatalinio vystymosi metu ir suaugusiųjų organizme, dėl 
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kanalo aktyvumo placentos trofoblastuose ir žarnyno epitelio ląstelėse. Tačiau, 
specifinė TRPM6 ląstelinė funkcija vis dar kelia daug klausimų ir yra prieš-
taringai vertinama mokslinėje literatūroje. TRPM7 taip pat atsakingas už 
didžiąją į ląsteles patenkančių magnio jonų dalį. TRPM7 kanalo aktyvumas 
dažniausiai laikomas būtina sąlyga ląstelių gyvybingumui [75, 80]. Tačiau, 
yra tyrimų rodančių, kad TRPM7 trūkumas pelių T ląstelėse neturi poveikio 
ląstelių gyvybingumui ir Mg2+ koncentracijai [186]. Mokslinėje literatūroje 
yra nemažai prieštaringų duomenų apie TRPM6 ir TRPM7 kanalus. Tačiau 
yra teigiama, kad tiek TRPM6, tiek TRPM7 yra itin svarbūs Mg2+ homeosta-
zei organizme palaikyti.  

1.4.4. Mg2+ poveikis širdies ir kraujagyslių ligoms 
Nustatyta, kad didesnis magnio suvartojimas gali turėti teigiamą poveikį 

širdies ir kraujagyslių ligų (ŠKL) rizikos veiksniams, nes gerina gliukozės ir 
insulino metabolizmą bei lipidų profilį, stiprina nuo endotelio priklausomą 
kraujagyslių vazodilataciją, taip pat pasižymi antihipertenziniu ir priešužde-
giminiu poveikiu [187].  

Atliekant duomenų analizę buvo ieškoma sąsajų tarp magnio cirkuliuo-
jančio kraujyje ir magnio išskiriamo su šlapimu, bei ŠKL, įskaitant širdies 
aritmijas, stazinį širdies nepakankamumą (ŠN), insultą ir staigią mirtį [188]. 
Taip pat, litertūroje yra duomenų, kad nėra sąsajų tarp Mg2+, gaunamo su 
maistu, ir Mg2+, esančio kraujo plazmoje [189, 190]. Tačiau kitais tyrimais 
nustatyta, kad mažas Mg2+ suvartojimas su maistu yra siejamas su maža Mg2+ 
koncentracija kraujyje. Neseniai atlikta duomenų meta-analizė parodė reikš-
mingas sąsajas tarp magnio papildų vartojimo, tarp kraujyje cirkuliuojančio 
Mg2+ ir per 24 valandas su šlapimu išskiriamo magnio kiekio [191].  

Analizuojant duomenis apie magnio kiekį kraujyje ir ŠKL, nustatytos 
reikšmingos sąsajos tarp šių tiriamųjų veiksnių [192]. Cirkuliuojančio Mg2+ 
padidėjimas kraujyje 0,2 mM, buvo susijęs su 30 proc. mažesne ŠKL ir IŠL 
rizika. Šios meta-analizės metu buvo išanalizuota per 300 tūkst. pacientų 
klinikinių duomenų (4106 ŠKL ir 3215 IŠL). Iki šiol tai yra vienas patiki-
miausių įrodymų apie ryšį tarp magnio koncentracijos kraujyje ir ŠKL [188]. 
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Mažas magnio kiekis kraujo serume siejamas su padidėjusia PV atsiradi-
mo rizika po širdies operacijų. Tačiau nėra žinoma, ar hipomagnezemija nu-
lemia PV atsiradimą įprastomis sąlygomis. Dviejuose atliktuose moksli-
niuose tyrimuose buvo tirtas ryšys tarp magnio koncentracijos kraujo serume 
ir PV rizikos. Tiriamąją grupę sudarė sveiki asmenys, tačiau turintys polinkį 
sirgti ŠKL. Remiantis Framinghamo sveikatos tyrimo (angl. Framingham 
Health Study) rezultatais, mažas Mg2+ kiekis kraujo serume buvo vidutiniškai 
susijęs su rizika išsivystyti PV asmenims, anksčiau nesirgusiems ŠKL [193]. 
ARIC (angl. African Americans Atherosclerosis Risk in Communities) gru-
pėje taip pat buvo nustatytas ryšys tarp magnio koncentracijos kraujo serume 
ir PV išsivystymo. Didžiausia rizika sirgti PV buvo nustatyta tiems asmenims, 
kurių magnio kiekis kraujo serume buvo sumažėjęs, o mažesnė rizika – kai 
yra normalus ir padidėjęs magnio kiekis [194]. Ši tendencija vyrauja abie-
juose atliktuose tyrimuose, tiriant dvi skirtingas populiacijas. 

Atvirkščiai proporcingas ryšys tarp magnio suvartojimo ir atsparumo 
insulinui, hiperglikemijos, dislipidemijos, hipertenzijos ir uždegimo žymenų 
gali pateisinti apsauginį su maistu gaunamo magnio poveikį ŠKL. Epidemio-
loginiai tyrimai parodė, kad didesnis magnio suvartojimas su maistu ir/arba 
didesnė Mg2+ koncentracija kraujyje yra susiję su mažesne ŠKL rizika, pvz., 
IŠL ir staigia mirtimi dėl širdies ir kraujagyslių ligų. Atsižvelgiant į Mg2+ 
dalyvavimą įvairiuose biologiniuose procesuose, nenuostabu, kad magnio 
homeostazės pokyčiai gali nulemti įvairias ligas ir jų eigą (1.4.4.1 pav.). 
Daugybė mokslinių tyrimų įrodė, kad dėl magnio stokos padidėja oksidacinis 
stresas, įskaitant padidėjusią eritrocitų ir lipoproteinų peroksidaciją, susijusią 
su ankstyvomis ŠKL stadijomis ir jų progresavimu [195–199].  
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1.4.4.1 pav. Veiksniai lemiantys magnio homeostazę ir ŠKL atsiradimą 

Mechanizmų, nulemtų kiekybinių magnio pokyčių organizme, sąsajos su pasekmėmis 
molekuliniame lygmenyje, kurios didina riziką susirgti ŠKL. ŠKL – širdies ir kraujagyslių 
ligos. Pritaikyta pagal [188]. 

Taigi, remiantis atliktais moksliniais tyrimais, nustatyta, kad gaunant 
pakankamą magnio kiekį su maistu ir/ar papildais, mažėja rizika susirgti ŠKL. 
Be to, šios išvados taip pat patvirtina, kad siekiant mažinti lėtinių ligų 
vystymąsi, svarbu didinti magnio turinčių maisto produktų vartojimą [188]. 

Iki šiol, TRPM6 ir TRPM7 baltymų raiškos vertinimai atlikti sveikoje 
[18] arba pakenktoje [19] žmogaus širdyje daugiausia buvo grindžiami tik 
genominiais tyrimais. Tačiau, duomenų apie TRPM6 ir TRPM7 mRNR ir 
kanalų baltymų raišką skirtingose širdies dalyse yra itin mažai, jie prieštarin-
gai vertinami, ypač, kurie susiję su TRPM6 raiška. Daugelio tyrimų, atliktų 
su eksperimentinių gyvūnų ir žmogaus širdies audiniais, duomenimis Trpm6 
mRNR raiška nebuvo aptikta [20–22]. Tik vienos studijos duomenimis, 
naudojant žmogaus širdies dešiniojo prieširdžio (DP) homogenatus, buvo 
aptikti TRPM6 mRNR ir baltymas bei nustatyta, kad jų raiška padidėjusi 
prieširdžių virpėjimu (PV) sergančių pacientų širdies mėginiuose [23]. Tačiau 
dauguma atliktų molekulinių tyrimų išvis nepateikia informacijos apie 
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TRPM6 raišką širdyje [19, 24]. Taigi, neaišku ar TRPM6 baltymas yra 
kardiomiocituose. Be to, nėra jokių duomenų apie galimą TRPM6 baltymo, o 
taip pat ir TRPM7 baltymo, raišką visose keturiose žmogaus širdies dalyse 
(prieširdžiuose ir skilveliuose).  

Todėl, šio tyrimo metu, naudojant molekulinės biologijos metodus, mes 
siekėme nustatyti ar TRPM6 ir TRPM7 baltymai yra aptinkami žmogaus ir 
kiaulės širdyje. Kadangi, viduląstelinio Mg2+ sumažėjimas gali nulemti 
širdies patologinių pakitimų patogenezę, taip pat siekėme įvertini galimus 
kiekybinius šių kanalų baltymų pokyčius ir sąsajas su išeminės ir neišeminės 
kilmės ŠN. 
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2. METODIKA 

2.1. Etinis patvirtinimas 

Disertacinio darbo metu atlikti eksperimentiniai tyrimai su žmogaus bio-
logine medžiaga buvo vykdomi remiantis Europos bendrijos principais, kurie 
išdėstyti Helsinkio deklaracijoje. Tyrimams atlikti buvo gautas Lietuvos svei-
katos mokslų universiteto (LSMU) Biomedicininių tyrimų etikos komiteto 
leidimas (2017-12-22, Nr. BE-2-71). 

Eksperimentiniai tyrimai su gyvūnų biologine medžiaga buvo atlikti 
remiantis Laboratorinių gyvūnų priežiūros ir naudojimo vadovu (angl. Guide 
for the Care and Use of Laboratory Animals). Šiems tyrimams atlikti buvo 
gautas Lietuvos Respublikos valstybinės maisto ir veterinarijos tarnybos lei-
dimas (2017-06-21, Nr. G2-68). 

Gauti duomenys buvo apjungti į grupes, apdoroti matematiniais ir statis-
tiniais metodais, todėl neteko individualumo. Pateiktos išvados yra tik apie 
bendras pokyčių tendencijas. 

2.2. Tyrimo objektai 

Tyrimuose buvo naudoti širdies (prieširdžio ir skilvelio) audiniai, kurie 
buvo pašalinti kardiochirurginių operacijų (aortos ar mitralinio vožtuvų 
protezavimo, vainikinių arterijų šuntavimo bei transplantacijų) metu, Kauno 
klinikų Širdies krūtinės ir kraujagyslių chirurgijos klinikoje, ir tyrimų tikslais 
suteikti LSMU. Pacientų klinikiniai duomenys pateikti 2.2.1 ir 2.2.2 lente-
lėse. Kontrolinę grupę sudarė pacientai su sinusiniu ritmu (SR) ir be išeminio 
pakenkimo.  

Taip pat tyrimai atlikti su kiaulių (Lietuvos vietinės kiaulės veislė) 
(n = 15; abiejų lyčių; 35–40 kg svorio; 1–3 mėn. amžiaus) širdies audiniais. 
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2.2.1 lentelė. Pacientų, kuriems buvo atlikta širdies operacija, klinikiniai 
duomenys 

Pacientų duomenys Kontrolinė grupė IŠL grupė PV grupė 
Amžius (metais) 37–82 50–87 45–85 
Vidutinis amžius (metais) ± SEM 60,7 ± 2,4 67,4 ± 1,4 64,2 ± 3,5 
Moterys, n (proc.) 10 (40,0) 17 (36,2) 22 (48,9) 
Vyrai, n (proc.) 15 (60,0) 30 (63,8) 23 (51,1) 
Visi, n (proc.) 25 (100) 47 (100) 45 (100) 
Chirurginė intervencija    
Vožtuvų operacija, n (proc.) 25 (100) 0 (0) 23 (51,1) 
CABG operacija, n (proc.) 0 (0) 32 (68,1) 14 (31,1) 
CABG ir vožtuvų operacija, n (proc.) 0 (0) 15 (31,9) 8 (17,8) 

IŠL – išeminė širdies liga; PV – prieširdžių virpėjimas; CABG – vainikinių arterijų šunta-
vimas; n – pacientų skaičius. 

2.2.2 lentelė. Pacientų, kuriems buvo atlikta širdies transplantacija, ir kont-
rolinių (autoįvykių aukos) pacientų klinikiniai duomenys 

Eil. 
Nr. Lytis Amžius 

(metais) Diagnozė 
Išmetimo 
frakcija 
(proc.) 

Pagalbinio prietaiso 
implantacija į kairįjį skilvelį 
prieš širdies transplantaciją 

(trukmė mėnesiais) 
1. Vyr. 65 IŠL 15 Implantuotas 3 mėnėsiams 
2. Vyr. 59 IŠL 16 Implantuotas 13 mėnesių 
3. Vyr. 65 IŠL 19 Implantuotas 3 mėnėsiams 
4. Vyr. 57 IŠL 19 Implantuotas, bet trukmė 

nežinoma 
5. Vyr. 65 IŠL 15 Neimplantuotas 
6. Vyr. 65 IŠL 19 Implantuotas, bet trukmė 

nežinoma 
7. Vyr. 38 IDKM 

Širdies transplantacija 
atlikta prieš 15 metų. 
Chroninis širdies 
atmetimas. 

25 Implantuotas, bet trukmė 
nežinoma 

8. Vyr. 56 IDKM 18 Implantuotas 15 mėnesių 
9. Vyr. 57 IDKM 24 Implantuotas 10 mėnesių 

10. Vyr. 38 IDKM 30 Implantuotas, bet trukmė 
nežinoma 

11. Vyr. 57 IDKM 17 Implantuotas, bet trukmė 
nežinoma 
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2.2.2 lentelės tęsinys 

Eil. 
Nr. Lytis Amžius 

(metais) Diagnozė 
Išmetimo 
frakcija 
(proc.) 

Pagalbinio prietaiso 
implantacija į kairįjį skilvelį 
prieš širdies transplantaciją 

(trukmė mėnesiais) 
12. Vyr. 53 IDKM 22 Implantuotas, bet trukmė 

nežinoma 
13. Vyr. 48 PPH 55 Neimplantuotas (dešiniojo 

skilvelio perkrova) 
14. Vyr. 29 TA – – 
15. Vyr. 50 TA – – 
16. Vyr. 41 TA – – 
17. Vyr. 48 TA – – 
18. Vyr. 75 TA – – 

Vyr. – vyras; IŠL – išeminė širdies liga; IDKM – idiopatinė dilatacinė kardiomiopatija; 
PPH – pirminė plautinė hipertenzija; TA – motorinių transporto priemonių avarija. 

2.3. Reagentai ir medžiagos 

Atliekant tiriamąjį darbą, naudoti reagentai įsigyti iš Thermo Fisher 
Scientific (JAV), jei tekste nenurodyta kitaip. Darbe buvo tirti TRPM6 ir 
TRPM7 kanalų blokatoriai: 2-APB (2-aminoetildifenilboratas; ab120124, 
Abcam, JK; tirpintas dimetilsulfokside (DMSO)) ir karvakrolis (5-izopropil-
2-metil-fenolis; grynumas ≥ 97 proc., Carl Roth GmbH+Co, Vokietija; 
tirpintas DMSO)). Nustatėme, kad tirpiklis (DMSO) neturėjo poveikio tirtoms 
medžiagoms. Baltymų raiškos tyrimuose naudoti antikūnai pateikti 2.3.1 len-
telėje. Genų raiškos tyrimuose naudoti reagentai ir jų rinkiniai pateikti 
2.3.2 lentelėje.  

2.3.1 lentelė. Tyrimuose naudoti antikūnai 

Nr. Antikūnas  
(produkto kodas) Tipas Kilmė Gamintojas Metodas 

1. TRPM6 (ACC-046) Polikloninis Triušis Alomone Labs IF, WB 
2. TRPM6 (sc-365536) Monokloninis Pelė Santa Cruz 

Biotechnology 
IHC 

3. TRPM6 su AF-546 
(sc-65536-AF546) 

Monokloninis Pelė Santa Cruz 
Biotechnology 

IF 

4. TRPM6 su AF-488 
(sc-365536-AF488) 

Monokloninis Pelė Santa Cruz 
Biotechnology 

IHC 

5. TRPM7 (ACC-047) Polikloninis Triušis Alomone Labs IF, WB 
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2.3.1 lentelės tęsinys 

Nr. Antikūnas  
(produkto kodas) Tipas Kilmė Gamintojas Metodas 

6. TRPM7 su AF-488 
(bs-9044R-A488) 

Polikloninis Triušis Bioss Antibodies IF, IHC 

7. TRPM7 (NBP1-20224) Polikloninis Triušis Novus Biologicals IHC 
8. TRPM7 (MA5-27620) Monokloninis Pelė Thermo Fisher 

Scientific 
WB 

9. TRPM7 (ab85016) Monokloninis Pelė Abcam WB 
10. β-aktinas 

(MA5-15739) 
Monokloninis Pelė Thermo Fisher 

Scientific 
WB 

AF – Alexa Fluor; IF – imunofluorescencija; WB – Western Blot; IHC – imunohistochemija. 

2.3.2 lentelė. Genų raiškos tyrimuose naudoti reagentai ir jų rinkiniai 
Nr. Reagentas ar jų rinkinys Gamintojas 
1. mirVana™ miRNA Isolation Kit Thermo Fisher Scientific, Lietuva 
2. TURBO DNA-free™ Kit Thermo Fisher Scientific, Lietuva 
3. High Capacity RNA-to cDNA Kit Thermo Fisher Scientific, Lietuva 
4. TaqMan® rinkinys (ID: Hs01019356_m1) Thermo Fisher Scientific, JAV 
5. TaqMan® rinkinys (ID: Hs00559080_m1) Thermo Fisher Scientific, JAV 
6. TaqMan® rinkinys (ID: Hs99999903_m1) Thermo Fisher Scientific, JAV 
7. TaqMan® Universal MasterMix II, with UNG Thermo Fisher Scientific, JAV 
8. GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, JAV 

2.4. Genų raiška 

Tyrimams naudotas prieširdžių ir skilvelių audinys buvo užpiltas skystu 
azotu ir grūstuvėlėje, rankiniu būdu, sutrintas. Visuminė ribonukleino rūgštis 
(RNR) išskirta naudojant reagentų rinkinį (žr. 2.3.2 lentelę, Nr. 1) ir Acid 
Phenol:CHCl3 premix (Ambion, JAV) pagal gamintojo nurodytą darbo proto-
kolą. Papildomai į lizės buferį buvo dedama RNA’zių inhibitorių (Applied 
Biosystems, JAV). Išskirtos visuminės RNR koncentracija ir kokybė buvo 
įvertinta naudojant analizatorių 2100 Agilent Bioanalyzer System (Agilent 
Technologies Inc., JAV). 

Norint atlikti polimerazinę grandininę reakciją (PGR), RNR privalo būti 
transkribuota į komplementarią dvigrandę DNR. Iš RNR mėginių, prieš 
pradedant kopijinės DNR sintezę, buvo pašalintas DNR užterštumas (angl. 
contamination), naudojant reagentų rinkinį (žr. 2.3.2 lentelę, Nr. 2), pagal 
gamintojo nurodytas instrukcijas. Atvirkštinė transkripcija atlikta naudojant 
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reagentų rinkinį (žr. 2.3.2 lentelę, Nr. 3) pagal gamintojo nurodytą darbo 
protokolą. Gauta kopijinė DNR buvo praskiesta tris kartus ir naudota tikro 
laiko PGR (RT-PGR) reakcijai atlikti.  

RT-PGR reakcijoms atlikti buvo naudojami TaqMan® rinkiniai (žr. 
2.3.2 lentelę, Nr. 4–6), TaqMan® reagentai (žr. 2.3.2 lentelę, Nr. 7) ir vanduo 
be nukleazių (Ambion, JAV). RT-PGR buvo atlikta naudojant termociklerį 
ABI 7900HT Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems, JAV), pagal 
gamintojo nurodytas instrukcijas, kai reakcijos kiekis 20 µl. Neigiama 
kontrolė buvo naudojama patikrinti reakcijos mišinio užterštumą, o DNR 
kontaminacijai tikrinti buvo naudojamos atvirkštinės transkripcijos kontrolės. 
β-aktinas naudotas kaip vidinė kontrolė. Mėginiai genotipuoti triplikatais. 
Norint nustatyti tiriamojo geno raišką, kiekvieno geno kiekybinė raiška 
palyginta su referentinio geno raiška. Genų raiška apskaičiuota naudojant ΔCt 
metodą, išvedant dviejų Ct reikšmių vidurkį. 

Kadangi RT-PGR yra atvirkščiai proporcinga nustatytai mRNR raiškai, 
tai kuo mažesnis RT-PGR įvertis, tuo yra didesnės baltymą koduojančios 
mRNR reikšmės. Todėl, siekiant aiškiau vizualizuoti gautus tyrimo rezultatus 
jie buvo pateikti dvejetainėje logaritmo skalėje. Tai reiškia, kad y ašyje 
ribinės reikšmės įgavo neigiamą įvertį. 

PGR produktų specifiškumui patikrinti buvo atlikta gelio elektroforezė. 
PGR metodu gautų produktų gelio elektroforezei paruoštas 1 proc. agarozės 
gelis (1X TAE elektrofozerės buferinis tirpalas, 0,5 µg/ml etidžio bromido 
tirpalas, agarozė (Cleaver Scientific, JK)). Elektroforezės kolonėlė buvo 
užpildyta 1X TAE buferiniu tirpalu. Elektroforezei naudoti mėginiai paruošti 
iš 10 µl PGR produkto ir 1 µl mėginį nešančio dažo TriTrack Loading Dye, 
atitinkamai kiekvienam mėginiui. Elektroforezė vyko 45 min., taikant 100 V 
elektrinę įtampą. Tyrimuose buvo naudotas markeris (žr. 2.3.2 lentelę, Nr. 8). 
Gelis analizuotas apšvietus UV spinduliais naudojant BDA Digital UV System 
(Biometra, Vokietija). 

2.5. Imunofermentinė analizė (ELISA) 

ELISA (angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) tyrimo atlikimui 
buvo naudoti žmogaus širdies audiniai. Ruošiant mėginį, audinys nuplautas 
šaltu fosfatinio druskų tirpalu (PBS), pasvertas ir sukarpytas. Susmulkintos 
audinio dalys įdėtos į mėgintuvėlį, užpiltos 4 ml šalto PBS tirpalo ir 
homogenizuotos elektriniu homogenizatoriumi LabGEN 125 (Cole-Parmer, 
JAV). Mėgintuvėlis su gauta suspensija 2 min. sonikuotas ultragarsinėje 
vonelėje (Bioblock Scientific, Vokietija) leduose. Gautas homogenatas 
centrifuguotas šaldomąja centrifuga (Heraeus Biofuge Stratos Centrifuge, 
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Thermo Fisher Scientific, JAV) 5000×g (5 min.). Nusiurbtas supernatantas 
buvo išpilstytas mažais kiekiais ir saugotas –80 °C temperatūroje. 

Baltymų koncentracija mėginiuose buvo nustatyta taikant Biureto meto-
dą. Į mėgintuvėlį su tiriamuoju tirpalu įpilta 50 μl paruošto mėginio, 950 μl 
natrio deoksicholato (DOX; Sigma-Aldrich, JAV) tirpalo ir 4 ml Biureto 
reagento (Sigma-Aldrich, JAV). Kontrolinis tirpalas buvo sudarytas iš 1 ml 
DOX ir 4 ml Biureto reagento. Tirpalų optinis tankis matuotas Multiskan™ 
FC Microplate spektrofotometru (Thermo Fisher Scientific, JAV), kai nu-
statytas bangos ilgis – 536 nm. Remiantis gautomis tirpalų šviesos sugerties 
reikšmėmis, naudojant kalibracinę kreivę, buvo apkaičiuotas baltymo kiekis 
mėginiuose. 

Imunofermentinės analizės ELISA tyrimams atlikti buvo naudoti komer-
ciniai standartizuoti rinkiniai (MBS457216; MBS457214; MyBioSource, Inc., 
JAV). ELISA metodas atliktas laikantis pateiktų rinkinio gamintojo instruk-
cijų. Į atskirus mikroplokštelės šulinėlius, padengtus specifiniais TRPM6 
arba TRPM7 antikūnais, buvo įpilta po 100 µl mėginio, teigiamos kontrolės 
arba kiekybinio standarto tirpalo ir inkubuota 2 val., +37 °C temperatūroje. 
Po inkubacijos, skystis iš mikroplokštelės buvo pašalinatas, o į kiekvieną 
šulinėlį įpilta po 100 µl reagento A ir inkubuota 1 val. tamsoje, +37 °C 
temperatūroje. Po to, mikroplokštelė plauta 3 kartus, 1–2 min., naudojant po 
300 μl plovimo buferio, o po plovimo įpilta 100 µl reagento B ir inkubuota 
1 val. tamsoje, +37 °C temperatūroje. Po inkubacijos, šulinėliai 5 kartus, 1–
2 min. plauti naudojant po 300 μl plovimo buferio. Po to, į mikroplokštelės 
šulinėlius įpilta po 90 µl substrato ir inkubuota 20 min. tamsoje, +37 °C 
temperatūroje. Po inkubacijos, į šulinėlius įpilta po 50 µl blokuojančio 
tirpalo, kuris sustabdo reakciją vykstančią mikroplokštelėje. Tirpalo spalva 
šulinėliuose pasikeitė iš mėlynos į geltoną. Reakcijos metu atsiradusios 
spalvos intensyvumas yra proporcingas baltymų koncentracijai tiriamajame 
mėginyje. Tirpalų optinis tankis buvo matuotas spektrofotometru 
(Multiskan™ FC, Thermo Fisher Scientific, Finland), nustatytas bangos 
ilgis – 450 nm. Matavimai atlikti po 3 kartus. Pagal rezultatus, gautus išma-
tavus standartinių tirpalų optinius tankius, buvo nubraižyta standartinė kreivė. 
Remiantis šia kreive, apskaičiuotos tiriamųjų baltymų koncentracijos (pg/ml) 
mėginiuose. Statistinė duomenų analizė atlikta naudojant Excel 2010 
(Microsoft Corporation, JAV) ir Curve expert 1.3 (Daniel G. Hyams, Hyams 
Development, JAV) programas. 
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2.6. Imunoblotas (Western blot) 

Taikant Western Blot (WB) metodą, tyrimai atlikti naudojant žmogaus 
širdies audinio bioptatus, kurie, po jų paruošimo, laikyti –80 °C tempera-
tūroje. Ruošiant mėginį, į mėgintuvėlį su pasvertu audiniu įpilta 4 ml šalto 
RIPA lizės buferio ir homogenizuota automatiniu homogenizatoriumi 
LabGEN 125 (Cole-Parmer, JAV). Į paruoštą homogenatą dėta 10 μl protea-
zių inhibitoriaus (Invitrogen, JAV) ir mėgintuvėliai 2 val. inkubuoti leduose 
ant vartyklės (Biometra GmbH, Vokietija). Po to, mėginiai buvo centrifuguoti 
šaldomąja centrifuga Heraeus Biofuge Stratos (Thermo Fisher Scientific, JAV) 
10 000×g, 20 min., 4 °C temperatūroje, o supernatantas perkeltas į sterilų 
mėgintuvėlį. Baltymų koncentracija tiriamuosiuose mėginiuose nustatyta 
naudojant Biureto metodą, kaip aprašyta 2.5 poskyryje.  

Elektroforezei atlikti buvo pagaminti 5 proc. koncentruojantis ir 8 proc. 
frakcionuojantis poliakrilamidiniai geliai. Į gelyje suformuotus šulinėlius 
pilta pakaitinto 15 μl mėginio ir 5 μl užnešimo buferio mišinio. Elektrofozerei 
buvo naudota Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, JAV) elektroforezės sistema. 
Elektrofozerės metu naudotas dažytas molekulinės masės žymuo – Novex® 
Sharp Pre-stained Protein Standard (Invitrogen, JAV). Elektroforezė vyko 
dviem etapais, skirtingomis sąlygoms: 30 min., 50 V, 3 A, 300 W ir 90 min., 
200 V, 3 A, 300 W. Baltymų pernašai ant membranos atlikti buvo naudojama 
„The Novex® Semi-Dry Blotter“ sistema (Invitrogen, JAV). Naudota 45 μm 
porų dydžio polivinilideno difluorido membrana (PVDF; Roche Diagnostics 
GmbH, Vokietija). Baltymų pernaša vyko 60 min., šiomis sąlygomis: 20 V, 
800 mA, 200 W. Po baltymų pernašos membrana su pirminiais antikūnais 
prieš TRPM7 (pelės monokloninis antikūnas (žr. 2.3.1 lentelę, Nr. 8)), 
(1:200–1:500) arba triušio polikloninis antikūnas (žr. 2.3.1 lentelę, Nr. 5), 
(1:200) arba pelės monokloninis antikūnas (žr. 2.3.1 lentelę, Nr. 9), (1:200)), 
prieš TRPM6 (triušio polikloninis antikūnas (žr. 2.3.1 lentelę, Nr. 1), (1:200)) 
ir prieš β-aktiną (pelės monokloninis antikūnas (žr. 2.3.1 lentelę, Nr. 10), 
(1:1000)), buvo inkubuota 4 °C temperatūroje per naktį. β-aktinas naudotas 
kaip citozolio vidinės kontrolės baltymas. Kitą dieną, membrana 1 val. 
inkubuota su antriniais polikloniniais antikūnais (ožkos prieš pelės IgG 
(H+L), Horseradish Peroxidase Conjugate (Novus Biologicals, JAV) arba 
ožkos prieš triušio IgG (H+L), Horseradish Peroxidase Conjugate (Novus 
Biologicals, JAV)). Nupylus antrinius antikūnus, ant atplautos membranos 
pilti 1,5 ml Amplex Red. Inkubuota 2 min. ir matuota chemiliuminescencija. 
Membranos fotografavimui naudota BioSpectrum Imaging System vaizdi-
nimo sistema (UVP, JK) ir VisionWorks®LS software programa. Vertintos 
tik tos membranų nuotraukos, kuriose naudoti antikūnai (TRPM6, TRPM7 ir 
β-aktinas) atpažino tiriamuosius baltymus. Atliktuose tyrimuose naudoti 
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skirtingų gamintojų antikūnai, kad galėtume tiksliau įvertinti gautus 
rezultatus. Duomenų analizė atlikta su ImageJ (NIH, JAV) programa. 

2.7. Histologija 

Atliekant histologinę analizę, iš formaline fiksuotų ir parafine įlietų 
žmogaus širdies raumens audinių paruošti 3 µm storio pjūviai, naudojant 
Leica RM2235 Manual Rotary mikrotomą (Leica Biosystems, Vokietija), 
kurie buvo uždėti ant Super Frost plus objektinių stiklelių (Menzel, Vokie-
tija). Paruošti audinių pjūviai džiovinti 60 °C temperatūroje 10 min., depara-
finizuoti ir dažyti hematoksilinu-eozinu (HE) arba Pikro rūgšties-Sirijaus 
raudono (Pikrosirius) dažais. Dažymo procedūra buvo atlikta naudojant 
Shandon Varistain™ Gemini stiklelių dažymo automatą (Thermo Fisher 
Scientific, JAV). Po dažymo, audinių pjūviai buvo dengiami stikleliais, 
naudojant lašelį Shandon Consul-Mount histologinės terpės. Stikleliai su 
audinių pjūviais buvo analizuojami naudojant Olympus BX61 mikroskopą 
(Olympus Corporation, Japonija). 

2.8. Imunohistochemija 

Imunohistocheminė analizė buvo atlikta naudojant širdies preparatus. Iš 
formaline fiksuotų ir parafine įlietų širdies raumens audinių paruošti 3 µm 
storio pjūviai, naudojant Leica RM2235 Manual Rotary mikrotomą (Leica 
Biosystems, Vokietija), kurie buvo uždėti ant Super Frost plus objektinių 
stiklelių (Menzel, Vokietija). Atliekant imunohistocheminę analizę, audinių 
deparafinavimas atliktas automatu Shandon Varistain Gemini (Thermo Fisher 
Scientific, JAV) naudojant standartinę plovimo procedūrą: ksilenu (1 kartą, 
5 min. ir 2 kartus po 4 min.; JT Baker, Olandija), 2-propanoliu (1 kartą, 
2 min.; Sigma-Aldrich, Vokietija), 96 proc. etanoliu (2 kartus, po 2 min.; 
Stumbras, Lietuva) ir distiliuotu vandeniu (2 kartus, po 1 min.). Epitopas 
buvo išskirtas mikrobangų įrenginiu RHS-1 (Milestone Medical, Italija), 
inkubuojant preparatus TRIS/etilendiamintetraacto rūgšties (EDTA) (pH 9,0) 
buferyje, 110 °C temperatūroje (8 min.). Po to, imunohistocheminis žymėji-
mas buvo atliktas naudojant Shandon Coverplate plokšteles. 

Po endogeninės peroksidazės blokavimo, audinių pjūviai buvo 1 val. 
inkubuoti su pirminiais triušio polikloniniais antikūnais prieš TRPM7 (skie-
dimas 1:250; žr. 2.3.1 lentelę, Nr. 7) arba pirminiais pelės monokloniniais 
antikūnais prieš TRPM6 (skiedimas 1:50; žr. 2.3.1 lentelę, Nr. 2). Po inku-
bacijos, audinių pjūviai žymėti naudojant chromogeninę imuninę reakciją. 
Pirminiais antikūnais prieš TRPM7 žymėti preparatai apdoroti DAKO 
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EnVision™ Flex, o pirminiais antikūnais prieš TRPM6 žymėti preparatai − 
DAKO EnVision™ Flex+ vizualizavimo sistema (Agilent Technologies Inc., 
JAV). Papildomai audinių pjūviai dažyti Majerio hematoksilinu. Po dažymo, 
audinių pjūviai dengti stikleliais, naudojant lašelį Shandon Consul-Mount 
histologinės terpės. Storosios žarnos naviko audinio pjūviai naudoti kaip 
teigiama kontrolė. Neigiamai imunohistocheminio tyrimo kontrolei buvo 
naudoti tos pačios klasės imunoglobulinai kaip ir pirminis antikūnas: pjūviuo-
se su TRPM7 – triušio IgG izotipo kontrolė (MA5-16384, Invitrogen, JAV), 
o pjūviuose su TRPM6 – pelės IgG1 kappa monokloninė izotipo kontrolė 
(ab91353, Abcam, JK).  

Paruošti audinių pjūviai, uždėti ant objektinių stiklelių, taip pat buvo žy-
mimi antikūnais, konjuguotais su fluorescencine žyme (fluorescencinė imu-
ninė reakcija). Audinių pjūviai 3 val. inkubuoti triušio polikloniniais antikū-
nais prieš TRPM7 konjuguotais su Alexa Fluor 488 (skiedimas 1:200; žr. 
2.3.1 lentelę, Nr. 6) arba pelės monokloniniais antikūnais prieš TRPM6 
konjuguotais su Alexa Fluor 488 (skiedimas 1:50; žr. 2.3.1 lentelę, Nr. 4). Po 
inkubacijos, ląstelių kontūrai dažyti su kviečių gemalų agliutininu (WGA; 
angl. Wheat Germ Agglutinin) konjuguotu su Alexa Fluor 555 fluorescencine 
žyme (W32464, Invitrogen, JAV; 5 µg/ml; 15 min.), o branduoliai – su 
Hoechst 33342 (B2261, Sigma-Aldrich, JAV; 1 µg/ml; 15 min.) dažais. Po 
žymėjimo objektiniai stikleliai buvo padengti apsauginiu ProLong Gold 
reagentu (P36934; Molecular Probes, JAV) ir uždengti dengiamaisiais 
stikleliais, o jų kraštai užlakuoti skaidriu laku. 

Histopatologinė paruoštų mėginių analizė buvo atlikta naudojant konfo-
kalinį Olympus FV1000 (Olympus Corporation, Japonija) mikroskopą. 

2.9. Fermentinis kardiomiocitų izoliavimas 

Tyrimuose naudoti širdies miokardo audiniai buvo patalpinti į mėgintu-
vėlį su Šv. Tomo kardiopleginiu tirpalu ir transportuoti į laboratoriją (2.9.1 len-
telė, I tirpalas).  
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2.9.1 lentelė. Širdies ląstelių izoliavimui naudotų tirpalų sudėtys 
Nr. Tirpalas Sudėtis (mM) 

I Šv. Tomo kardiopleginis 
(audinių transportavimas) 

NaCl 110  
KCl 16  
CaCl2 1,2  

MgCl2 16  
D-gliukozė 5 
HEPES 10 

II Modifikuotas Tyrode 
(audinių karpymas) 

NaC l 135  
KCl 5,4  
MgCl2 0,9  
NaH2PO4 0,33 

D-gliukozė 10  
HEPES 10 
BDM 30 
EGTA 1 

III Modifikuotas Tyrode 
(sukarpyto audinio praplovimas) 

NaCl 135 
KCl 5,4 
MgCl2 0,9 

NaH2PO4 0,33  
D-gliukozė 10  
HEPES 10 

IV Modifikuotas Tyrode 
(I ląstelių išskyrimo etapas) 

NaCl 135  
KCl 5,4  
MgCl2 0,9  
NaH2PO4 0,33 
D-gliukozė 10  

HEPES 10  
Proteazė 0,5 mg/ml 
Kolagenazė 1 mg/ml 
BSA 5 mg/ml 

V Modifikuotas Tyrode 
(II ląstelių išskyrimo etapas) 

NaCl 135  
KCl 5,4  
MgCl2 0,9  
NaH2PO4 0,33  

D-gliukozės 10 
HEPES 10  
Kolagenazė 1 mg/ml 
BSA 5 mg/ml 

VI Modifikuotas Tyrode 
(ląstelių laikymas) 
 

NaCl 135  
KCl 5,4  
CaCl2 0,18  
MgCl2 0,9  

NaH2PO4 0,33  
D-gliukozės 10 
HEPES 10  
 

 
Po transportavimo širdies audinys perkeltas į deguonimi prisotintą 

kambario temperatūros (+20 ± 2 °C) Tyrode tirpalą be kalcio (2.9.1 lentelė, 
II tirpalas), į kurį papildomai buvo įdėta 30 mM 2,3-butandiono monoksimo 
(BDM; sužadinimo-susitraukimo proceso atskyrėjo; Sigma-Aldrich, JAV) ir 
100 µM etilenglikoltetraacto rūgšties (EGTA; Ca2+-surišėjo; Sigma-Aldrich, 
JAV). Po to, širdies audinys smulkiai sukarpytas (~1 mm3), pašalinant rieba-
linio ir jungiamojo audinio dalis, jeigu tokių buvo. Smulkūs audinių gabalėliai 
kelis kartus praplauti su deguonies prisotintu bekalciniu Tyrode tirpalu 
(2.9.1 lentelė, III tirpalas) ir 5 min. švelniai purtyti termostate-purtytuve 
(WNB14, Memmert, Vokietija), (+37 ± 0,2 °C), nuolat sotinant 100 proc. 
deguonimi. Į gautą suspensiją papildomai įdėta 1 mg/ml kolagenazės 
(215 U/mg, 2 tipo; Worthington Biochemical Corporation, JAV), 0,5 mg/ml 
proteazės (7–14 U/mg; Sigma-Aldrich, JAV) bei 5 mg/ml 98 proc. BSA 
(jaučio kraujo serumo albuminas; Sigma-Aldrich, JAV) (2.9.1 lentelė, 
IV tirpalas). Kolba su širdies audinio suspensija, sotinta 100 proc. deguonimi, 
įstatyta į +37 ± 0,2 °C vandeninį termostatą-purtytuvą (25–30 min., purtyta 
~200 kartų per minutę intensyvumu). Po to, nuo sukarpyto audinio buvo 
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nupiltas tirpalas su fermentais ir užpilta šviežiai paruošto bekalcinio Tyrode 
tirpalo su 1 mg/ml kolagenazės ir 5 mg/ml BSA (2.9.1 lentelė, V tirpalas). 
Kolba su audinio suspensija vėl įstatyta į termostatą-purtytuvą (15–20 min., 
sotinant 100 proc. deguonimi). Šis veiksmas buvo kartojamas 2-3 kartus, kas 
5–10 min., šviesiniu mikroskopu tikrinant ląstelių kokybę ir kiekį. Pasiekus 
didžiausią manoma ląstelių išeigą, audinio suspensija supilta į mėgintuvėlį, o 
kardiomiocitai, centrifuguojant (1 min., 500–900 apsisukimų per minutę) 
nusodinti į mėgintuvėlio dugną. Po to, tirpalas atsargiai nupiltas, paliktos 
nuosėdos su ląstelėmis, kurios užpiltos 3–4 ml Tyrode tirpalo su 0,18 mM 
Ca2+ (2.9.1 lentelė, VI tirpalas). Toliau, gauta kardiomiocitų suspensija buvo 
laikoma fiziologiniame tirpale (mM: NaCl135, KCl 5,4, CaCl2 1,8, MgCl2 0,9, 
NaH2PO4 0,33, HEPES 10, gliukozė 10, pH7,4) su DV katijonais ir be jų. 

2.10. Imunofluorescencija 

Kardiomiocitų suspensija buvo išpilstyta į 8 kamerų šulinėlių sistemas 
(2.10.1 pav.) po 100 μl. Po 15 min. šulinėliuose nusėdusios ląstelės uždeng-
tos perforuotos agarozės lapeliais. Nusiurbus Normal Tyrode tirpalą, šulinė-
liai su ląstelėmis užpilti kambario temperatūros (+20 ± 2 °C) PBS tirpalu ir 
plauti po 5 min., 3 kartus. Po to, ląstelės 15 min. fiksuotos 4 proc. parafor-
maldehido (PFA; angl. Paraformaldehyde; Sigma-Aldrich, JAV) tirpalu. 
Nusiurbus PFA, kardiomiocitai, 3 kartus po 10 min., plauti PBS tirpalu. Po 
plovimo, ląstelės 4 min. permeabilizuotos 0,1 proc. Triton X-100 (Sigma-
Aldrich, JAV). Nusiurbus 0,1 proc. Triton X-100 buvo plauta 3 kartus po 
10 min. su PBS tirpalu. Nespecifinis antikūnų rišimasis buvo blokuotas 1 val. 
naudojant 10 proc. jaučio kraujo serumo tirpalą. Nusiurbus tirpalą, 
kardiomiocitai buvo inkubuoti su pirminiu triušio polikloniniu antikūnu prieš 
TRPM6 (žr. 2.3.1 lentelę, Nr. 1) arba pirminiu triušio polikloniniu antikūnu 
prieš TRPM7 (žr. 2.3.1 lentelę, Nr. 5) 4 °C temperatūroje per naktį. Neigia-
mos kontrolinės grupės vaizdai gauti inkubuojant ląsteles be pirminio 
antikūno. Po inkubacijos, ląstelės plautos PBS tirpalu 3 kartus, po 10 min., ir 
90 min. inkubuotos su antriniais antikūnais, turinčiais fluorescencinę žymę 
(asilo prieš triušio IgG (H+L) antikūnas (A21206; Alexa Fluor 488; 
Invitrogen, JAV; skiedimas 1:200) arba ožkos prieš triušio IgG (H+L) 
antikūnas (A11035; Alexa Fluor 546; Invitrogen, JAV; skiedimas 1:200)). 
F-aktino žymėjimui buvo naudojami (Phalloidin-Alexa Fluor® 546; A22283; 
Invitrogen, JAV; skiedimas 1:100; 30 min; arba Phalloidin-CFTM 405; 00034, 
Biotium, JAV; skiedimas 1:100; 30 min.) reagentai, o branduolio žymėji-
mui − Hoechst 33342 (B2261, Sigma-Aldrich, JAV; 25 µg/ml; 10 min.) 
dažai. Po inkubacijos, ląstelės buvo plautos 3 kartus, po 10 min., PBS tirpalu. 
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Atliktuose tyrimuose, buvo naudoti ir antikūnai, konjuguoti su fluorescencine 
žyme: pelės monokloninis antikūnas prieš TRPM6 konjuguotas su Alexa 
Fluor 546 (žr. 2.3.1 lentelę, Nr. 3) ir triušio polikloninis antikūnas prieš 
TRPM7 konjuguotas su Alexa Fluor 488 (žr. 2.3.1 lentelę, Nr. 6). Atlikus 
dažymą, perforuotos agarozės lapeliai ir 8 kamerų šulinėlių sistemos buvo 
nuimti. Stikleliai su ląstelėmis padengti apsauginiu ProLong Gold reagentu 
(P36934; Molecular Probes, JAV), reikalingu apsaugoti ląsteles nuo 
išblukimo ir taip prailginti preparatų vizualizacijos laiką. Po to, preparatai už-
dengti dengiamaisiais stikleliais, o stiklelių kraštai užlakuoti skaidriu laku. 

Paruošti preparatai buvo fotografuoti ir analizuoti naudojant lazerinį kon-
fokalinį Olympus FV1000 mikroskopą (Olympus Corporation, Japonija). 
Gautų ląstelių vaizdų analizė atlikta naudojant kompiuterinę programą 
Image J.  

 

 
2.10.1 pav. Schema, vaizduojanti veiksmų seką  

nuo ląstelių izoliavimo iki vaizdinimo 
1 – ląstelių izoliavimas; 2 – izoliuoti kardiomiocitai; 3 – kardiomiocitų suspensijos išpilsty-
mas į 8 kamerų šulinėlių sistemas; 4 – uždengimas perforuotos agarozės lapeliais; 5 – 2 val. 
arba 12 val. inkubacija su DV / be DV katijonų; 6 – 15 min. inkubacija su blokatoriais (tik 
tiriant jų poveikį); 7 – fiksavimas; 8 – kiti stiklelio paruošimo etapai (permeabilizacija ir kt.); 
9 – inkubacija su antikūnais; 10 – stiklelio paruošimas vaizdinimui ir vaizdinimas. 

2.11. Patch-clamp 

Srovės registravimui per joninius kanalus naudotas visos ląstelės 
fiksuotos-įtampos „patch-clamp“ (angl. whole-cell patch-clamp) metodas 
[200], o VP registravimui – „current-clamp“ metodas, naudojant Axopatch 
200B stiprintuvą ir pClamp 8.1 programinę įrangą (Axon instruments, JAV). 
Joninės srovės registruotos kambario temperatūroje, o VP registruoti esant 
36 °C temperatūrai, naudojant stiklinius elektrodus (Drummond Scientific 
Company, JAV), užpildytus viduląsteliniais tirpalais. Perfuzijai naudotų 
tirpalų sudėtys pateiktos 2.11.1 lentelėje. TRPM7-panašių joninių srovių 
registravimui naudoti 2 sek. trukmės „pjūkliniai“ protokolai (angl. „ramps“), 
pateikiant kas 10 sek. 1 mV trukmės fiksuotos įtampos šuoliukus nuo –
120 mV iki +80 mV (kylančioji pjūklo šaka) ir atgal nuo +80 mV iki –
120 mV (nusileidžiančioji pjūklo šaka), esant –80 mV palaikančiam poten-
cialui. Pjūklinio protokolo kylančioji šaka skirta inaktyvuoti nuo įtampos 
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priklausančias Na+ ir L-tipo Ca2+ sroves, o nusileidžiančioji pjūklo šaka skirta 
TRPM7-panašios srovės registracijai. VP registruoti pateikiant 2 msek. truk-
mės stačiakampius impulsus, 1 Hz dažniu. VPT buvo matuota esant 30 proc. 
(VPT30), 50 proc. (VPT50) ir 90 proc. (VPT90) repoliarizacijai. Eksperimenti-
niai tyrimai buvo atlikti su šviežiai izoliuotomis, ruožuotomis, nepažeistomis 
miokardo ląstelėmis, kurios buvo tikrinamos ir stebimos naudojant invertuotą 
Olympus IX71 mikroskopą (Olympus Corporation, Japonija). 

2.11.1 lentelė. Elektrofiziologiniuose tyrimuose naudotų tirpalų joninės 
sudėtys 
Nr. Tirpalas Sudėtis (mM) 
1. Viduląstelinės perfuzijos tirpalas su Mg2+ KCl 155 

MgCl2 5,5 
Na2ATF 5 

EGTA 1 
Na2GTF 0,1 
HEPES 5 

2. Viduląstelinės perfuzijos tirpalas be Mg2+ KCl 155 
MgCl2 0 
Na2ATF 5 

EGTA 1 
Na2GTF 0,1 
HEPES 5 

3. Ekstraląstelinės perfuzijos tirpalas su 
fiziologine Mg2+ kocentracija  

NaCl 135 
KCl 5,4 
MgCl2 0,9 
CaCl2 1,8 

NaH2PO4 0,33 
HEPES 10 
D-gliukozė 10 

4. Ekstraląstelinės perfuzijos tirpalas su 
padidinta Mg2+ kocentracija  

NaCl 135 
KCl 5,4 
MgCl2 7,2 
CaCl2 1,8 

NaH2PO4 0,33 
HEPES 10 
D-gliukozė 10 

2.12. Statistinė analizė 

Duomenys pateikti kaip vidurkis ± standartinė paklaida (SEM). Pateiktas 
n nurodo ląstelių skaičių. Vidurkiai lyginti taikant porinį t-testą arba ANOVA, 
siekiant atskleisti skirtumus, atitinkamai, tarp dviejų ar daugiau grupių. Sta-
tistiškai patikimi duomenys laikomi, kai p < 0,05. 
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3. REZULTATAI 

3.1. Molekuliniai širdies TRPM6 ir TRPM7 kanalų  
baltymų identifikavimo tyrimai  

TRPM6 ir TRPM7 širdies kanalų baltymus (šKB) koduojančių genų 
raiška žmogaus širdyje yra menkai ištirta. Be to, manoma, kad širdyje Trpm6 
geno iš viso nėra. Dėl šios priežasties, taikant RT-PGR, pirmiausia norėjome 
nustatyti Trpm6, o taip pat ir Trpm7, mRNR raišką žmogaus širdies mėgi-
niuose. 

Tuo tikslu, buvo atlikti šiems genams specifinės mRNR matavimai 
keturiose skirtingose širdies dalyse (kairiajame prieširdyje (KP), dešiniajame 
prieširdyje (DP), kairiajame skilvelyje (KS) ir dešiniajame skilvelyje (DS)), 
disektuotose iš trijų eksplantuotų širdžių, ŠN sergančių pacientų. Trpm6 ir 
Trpm7 mRNR raiškos lygiui širdies audiniuose nustatyti buvo naudotas RT-
PGR metodas ir šiems genams specifiniai pradmenys, sukurti atpažinti 
žmogaus genus (žr. Metodika, 2.4. poskyris). β-aktinas buvo naudotas atlikti 
vidinei kontrolei. Pateiktame 3.1.1 pav. matyti, kad Trpm6, kaip ir Trpm7 
mRNR raišką galima nustatyti žmogaus širdies audiniuose. Kiekybinės RT-PGR 
reakcijos produktų kiekis ir specifiškumas vertintas taikant elektroforezės 
agarozės gelyje metodą (3.1.1 pav. A). Nustatėme, kad tiek Trpm6, tiek 
Trpm7 genų raiška yra aptinkama visose keturiose širdies dalyse. Taip pat 
RT-PGR reakcija parodė, kad santykinė Trpm6 geno raiška (3.1.1 pav. B, 
raudona spalva) buvo žymiai mažesnė lyginant su Trpm7 geno raiška 
(3.1.1 pav. B, žalia spalva). Taip pat nustatyta, kad skilvelinių audinių Trpm7 
mRNR raiška 2–4 kartus didesnė lyginant su prieširdinių audinių raiška. 
Tiriant Trpm6 mRNR raišką nebuvo nustatytas statistiškai reikšmingas 
skirtumas tarp dešiniosios ir kairiosios širdies pusių. 
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3.1.1 pav. Žmogaus širdies audinių Trpm6 ir Trpm7 mRNR raiška  

(A) Trpm6, Trpm7 ir β-aktino RT-PGR produktų elektroforegrama: 1 ir 14 takeliai − 
molekulinės masės žymuo (žr. Metodika, 2.3.2 lentelė, Nr. 8); 2–13 takeliai − 82 bazių porų 
Trpm6, 69 bazių porų Trpm7 ir 171 bazių porų β-aktino RT-PGR produktai. Trpm6 ir Trpm7 
mRNR raiška buvo nustatyta keturiose žmogaus širdies dalyse iš trijų eksplantuotų širdžių 
mėginių (žr. iš kairės į dešinę): kairiajame prieširdyje (KP; 2–4 takeliai), dešiniajame 
prieširdyje (DP; 5–7 takeliai), kairiajame skilvelyje (KS; 8–10 takeliai) ir dešiniajame 
skilvelyje (DS; 11–13 takeliai). (B) Kiekybiniai Trpm6 ir Trpm7 mRNR raiškos lygiai, 
išreikšti santykiniais vienetais (vidurkis ± SEM). Stulpelinėse diagramose raudona spalva 
pažymėtas Trpm6, žalia – Trpm7, (n = 3, kiekvienam). * p < 0,05 Trpm7 lyginant su Trpm6; 
# p < 0,05 dešinioji širdies pusė lyginant su kairiąja širdies puse. 

Gauti rezultatai leidžia teigti, kad žmogaus širdyje yra tiek TRPM6, tiek 
TRPM7 šKB koduojantys genai. Be to, pirmą kartą nustatėme, kad Trpm6, 
kaip ir Trpm7 genų raiška yra aptinkama visose keturiose žmogaus širdies 
dalyse.  

Nustačius žmogaus širdies TRPM6 ir TRPM7 kanalus koduojančių genų 
raišką, tolimesniame tyrimų etape siekėme patikrinti gautos informacijos 
patikimumą, t. y. ar rezultatus būtų galima patvirtinti kitais molekuliniais 
metodais. Šiam tikslui įgyvendinti buvo pasirinktas ELISA metodas. 
Naudojant žmogaus širdies audinių homogenatus, buvo atlikta kokybinė ir 
kiekybinė TRPM6 ir TRPM7 šKB analizė. Iš 3.1.2 pav. pateiktų duomenų 
matyti, kad TRPM6 ir TRPM7 šKB raiška žmogaus širdies audinių 
homogenatuose, nustatyta ELISA metodu, buvo aptikta keturiose žmogaus 
širdies dalyse. Vėlgi, TRPM7 šKB buvo nustatyta daugiau, negu TRPM6 
šKB (3.1.2 pav., A lyginant su B). Taip pat didesni TRPM6 ir TRPM7 šKB 
kiekiai buvo aptikti dešiniosiose širdies dalyse (309,8 ± 18,51 pg/ml ir 1269,86 ± 
74,03 pg/ml (DP); 322,85 ± 21,23 pg/ml ir 1070,05 ± 99,66 pg/ml (DS), 
atitinkamai), lyginant su kairiosiomis širdies dalimis (201,53 ± 20,18 pg/ml 
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ir 754,22 ± 63,72 pg/ml (KP); 274,69 ± 12,05 pg/ml ir 947,90 ± 59,50 pg/ml 
(KS), atitinkamai). 

 

 
3.1.2 pav. Kiekybinis žmogaus širdies audinių  

TRPM6 ir TRPM7 šKB raiškos įvertinimas  
Stulpelinėse diagramose pateikti kiekybiniai keturių žmogaus širdies dalių TRPM6 (A) ir 
TRPM7 (B) šKB analizės rezultatai (n = 6–47), gauti taikant ELISA metodą (žr. Metodika, 
2.5 poskyris). KP – kairysis prieširdis; DP – dešinysis prieširdis; KS – kairysis skilvelis; DS – 
dešinysis skilvelis. Kiekybinės reikšmės (vidurkis ± SEM) išreikštos pg/ml. #p < 0,05 
dešinioji širdies pusė lyginant su kairiąja širdies puse.  

Gauti tyrimų duomenys patvirtina, kad tiek TRPM6, tiek TRPM7 šKB 
raiška yra aptinkama visose žmogaus širdies dalyse. TPRM7 šKB raiška buvo 
didesnė lyginant su TRPM6. 

Papildomai, kokybinė TRPM6 ir TRPM7 šKB raiška buvo patvirtinta ir 
taikant Western Blot tyrimo metodą. Nustatėme, kad šių abiejų šKB raiška 
yra aptinkama žmogaus širdies audiniuose. Naudojant pirminius antikūnus, 
atlikti tyrimai parodė, kad TRPM6 šKB yra apie 231 kDa dydžio, o TRPM7 
šKB – apie 212 kDa dydžio (n = 3, neiliustruota). Šių tyrimų metu β-aktinas 
buvo naudojamas kaip vidinės kontrolės baltymas (apie 42 kDa dydžio).  

Be to, ankstesniuose tyrimuose, taikant imunohistocheminį metodą, širdies 
audinių TRPM6 ir TRPM7 šKB nebuvo nustatyti [23, 201, 202]. Vietoj to, 
apie galimą TRPM6 ar TRPM7 šKB raišką buvo sprendžiama iš histologinių 
vaizdų, rodančių fibrozės sukeltus pokyčius užląsteliniame matrikse, aptiktus 
taikant skirtingas dažymo technikas. Literatūros šaltinių duomenimis, širdies 
fibroblastuose yra itin didelė TRPM7 raiška ir šių kanalų aktyvavimas yra 
siejamas su uždegimu, fibroze ir PV [156]. Todėl, tolimesniuose tyrimuose, 
norint parodyti žmogaus kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB raišką, buvo 
atliktas imunohistocheminis skilvelių ir prieširdžių mėginių tyrimas, 
paveikus pirminiais antikūniais prieš TRPM6 ir prieš TRPM7, bei nudažius 
su Mayer’s hematoksilinu (žr. Metodika, 2.8 poskyris). Analizuojant 
histologinių pjūvių vaizdus buvo matomas rudos spalvos pigmentas, rodantis 
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TRPM6 ir TRPM7 raišką kardiomiocitų viduje (viduląstelinių organelių 
membranose). Literatūros šaltinių duomenimis dauguma šių kanalų yra 
aptinkami smulkių (≤ 0,25 µm diametro) viduląstelinių vezikulių, kuriose 
gausu glutationo [16] (išskyrus endosomas ir/ar lizosomas), membranose 
[17]. Iš 3.1.3 pav. matyti, kad TRPM6 ir TRPM7 šKB buvo aptikti visų 
audinių pjūvių, keturių skirtingų širdies dalių, disektuotų iš eksplantuotų 
širdžių kontrolinių pacientų (autoįvykių aukos) kardiomiocitų viduląstelinių 
organelių membranose. Kokybiškai panašūs duomenys buvo gauti ir kitose 
šiai tyrimų grupei priskirtų pacientų (žr. Metodika, 2.2.2 lentelė) širdies 
histologinių pjūvių histotopogramose. Gauti rezultatai pirmą kartą patvirtino 
kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB raišką, kurie vaizdinti žmogaus širdies 
histologiniuose pjūviuose, taikant chromogeninę imuninę reakciją [203].   
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3.1.3 pav. Kontrolinių pacientų kardiomiocitų  
TRPM6 ir TRPM7 šKB raiška  

Histologiniai vaizdai, iliustruojantys kontrolinių pacientų (santykinai sveiki asmenys, auto-
įvykių aukos; žr. Metodika, 2.2.2 lentelė) širdies audinių TRPM6 (A, B) ir TRPM7 (C, D) 
šKB raišką histologiniuose pjūviuose, taikant chromogeninę imuninę reakciją (žr. Metodika, 
2.8 poskyris). Baltu kvadratu pažymėta sritis (A) ir (C) stulpeliuose atitinka didesniu 
masteliu pateiktus vaizdus (B) ir (D) stulpeliuose, atitinkamai. Rusvos spalvos pigmentai 
žymi žmogaus širdies audinių ląstelių šKB (x40 padidinimas). Dviejose apatinėse eilutėse 
pateikta neigiama kontrolė (KS audinys) bei teigiama TRPM6 ir TRPM7 kontrolė (navikinis 
gaubtinės žarnos audinys). Neigiamai imunohistocheminio tyrimo kontrolei atlikti buvo 
naudojami tos pačios klasės imunoglobulinai, kaip ir pirminiai antikūnai. KP – kairysis 
prieširdis; DP – dešinysis prieširdis; KS – kairysis skilvelis; DS – dešinysis skilvelis. 
Mastelio brūkšnys atitinka 100 µm.  
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Vis dėlto svarbu paminėti, kad genų aptikimas naudojant RT-PGR ir 
baltymų nustatymas audinių homogenatuose ELISA metodu, yra šiek tiek 
mažiau specifiški metodai, lyginant su imuniniu kardiomiocitų žymėjimu, nes 
tiriant audinių homogenatus, genų ar šKB raiška nustatoma ne tik 
kardiomiocituose, bet ir kitose širdies audinio ląstelėse (pvz.: fibroblastuose, 
kraujagyslių endotelio ląstelėse ir kt.). Todėl norėdami pademonstruoti izo-
liuotų kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB raišką, tolimesniuose tyrimuose 
naudojome imunofluorescencinį tyrimo metodą. 

 Tyrime buvo naudojami prieširdžių ir skilvelių kardiomiocitai, kurie 
žymėti pirminiais antikūnais prieš TRPM6 ir prieš TRPM7 šKB, praėjus 
2 val. arba 12 val. po ląstelių izoliavimo (žr. Metodika, 2.10 poskyris). 
Neigiama kontrolė buvo atlikta inkubuojant ląsteles be pirminio antikūno ir 
naudojant TRPM6 ir TRPM7 blokuojančius peptidus. Abiem atvejais, 
uždėjus antrinius TRPM6 ir TRPM7 antikūnus, nebuvo nustatytas 
imunofluorescencinis švytėjimas. 

3.1.4 pav. pateikti pavyzdiniai prieširdžio ir skilvelio izoliuotų kardio-
miocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescenciniai vaizdai. Iš 3.1.4 pav. 
matyti, kad TRPM6 imunofluorescencinio švytėjimo intensyvumas yra ma-
žesnis lyginant su TRPM7. Taip pat buvo pastebėta, kad žmogaus kardio-
miocitų žymėto TRPM6 šKB imunofluorescencija, priešingai nei TRPM7 
šKB, pasižymėjo didesniu fluorescenciniu intensyvumu perinuklearinėje 
srityje. Mūsų tyrimų duomenimis tokia TRPM6 šKB lokalizacija buvo 
nustatyta beveik pusėje ištirtų atvejų (44,7 proc., iš ~400 ląstelių; žr. 
3.1.4 pav. A ir B, baltos rodyklės).  
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3.1.4 pav. Žmogaus kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB raiškos 

imunofluorescencinis pasiskirstymas 
Pavyzdiniai žmogaus prieširdžio (A) ir skilvelio (B) kardiomiocitų vaizdai gauti naudojant 
pirminius nekonjuguotus antikūnus ir konfokalinį lazerinį mikroskopą Olympus FV1000. 
TRPM6 ir TRPM7 šKB buvo nustatyti taikant imunofluorescencijos metodą (žr. Metodika, 
2.10 poskyris). Galutinis ląstelės vaizdas buvo gautas sujungus 10–12 išilginių ląstelės pjūvių 
vaizdų. TRPM7 šKB pažymėtas su Alexa Fluor 488 (žalia spalva), TRPM6 šKB pažymėtas 
su Alexa Fluor 546 (raudona spalva). F-aktinas pažymėtas su Alexa Fluor 405 (mėlyna 
spalva), kuri buvo dirbtinai pakeista į pilką, ląstelių branduoliai nudažyti su Hoechst 3334 
(mėlyna spalva). Mastelio brūkšnys atitinka 20 µm.  

Kadangi aukščiau aprašyti tyrimai buvo atlikti naudojant nekonjuguotus 
antikūnus, mes taip pat patikrinome ar panaši tiriamų TRPM6 ir TRPM7 šKB 
raiška būtų aptikta naudojant konjuguotus antikūnus, kurie padėtų išvengti 
galimą žymėjimo nespecifiškumą (3.1.5 pav.). Be to, šie antikūnai leido 
pademonstruoti abiejų šKB, TRPM6 ir TRPM7, raišką toje pačioje širdies 
ląstelėje. Rezultatai patvirtina, kad TRPM6 ir TRPM7 šKB yra aptinkami 
visų keturių širdies dalių kardiomiocituose (3.1.5 pav. A). Lyginant rezulta-
tus, TRPM7 šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumas buvo dides-
nis negu TRPM6 šKB. Tačiau, kaip parodyta 3.1.5 pav. B ir 3.1.1 lentelėje, 
kardiomiocitų abiejų šKB imunofluorescencijos intensyvumas buvo šiek tiek 
mažesnis žymint pirminiais antikūnais konjuguotais su fluorescencine žyme, 
lyginant su žymėjimu pirminiais antikūnais be fluorescencinės žymės. Taip 
pat nustatyta, kad dešiniosios širdies pusės žymėtų TRPM6 ir TRPM7 šKB 
imunofluorescencijos intensyvumas buvo statistiškai patikimai didesnis 
lyginant su kairiąja širdies puse (3.1.5 pav. B; skaitinės reikšmės pateiktos 
3.1.1 lentelėje). 
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3.1.5 pav. To pačio žmogaus kardiomiocito 

 abiejų TRPM6 ir TRPM7 šKB raiška 
(A) Pavyzdiniai žmogaus kardiomiocitų vaizdai, iliustruojantys TRPM6 (raudona spalva) ir 
TRPM7 (žalia spalva) imunofluorescenciją iš KP, DP, KS ir DS širdies dalių, gauta naudo-
jant pirminius antikūnus konjuguotus su fluorescencine žyme. Baltu kvadratu pažymėta sritis 
atitinka didesniu masteliu pateiktus vaizdus (dešinėje pusėje). Ląstelių vaizdinimui naudojo-
me lazerinį konfokalinį mikroskopą Olympus FV1000. TRPM7 šKB pažymėtas su Alexa 
Fluor 488 (žalia spalva), TRPM6 šKB pažymėtas su Alexa fluor 546 (raudona spalva), 
ląstelių branduoliai nudažyti su Hoechst 3334 (mėlyna spalva). (B) Stulpelinėse diagramose 
pateikti kiekybiniai TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencinio švytėjimo intensyvumo 
rezultatai su konjuguotais (margi stulpeliai) ir nekonjuguotais (vienspalviai stulpeliai) 
pirminiais antikūnais. Gautos reikšmės (vidurkis ± SEM) išreikštos sutartiniais vienetais 
(s.v.). KP – kairysis prieširdis; DP – dešinysis prieširdis; KS – kairysis skilvelis; DS – 
dešinysis skilvelis. * p < 0,001 konjuguoti pirminiai antikūnai lyginant su nekonjuguotais 
pirminiais antikūnais, # p < 0,001 dešinioji širdies pusė lyginant su kairiąja širdies puse. 
Mastelio brūkšnys atitinka 20 µm.  



 64 

3.1.1 lentelė. Izoliuotų žmogaus kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 baltymų 
raiškos imunofluorescencinio švytėjimo intensyvumo skaitinės reikšmės 
nustatytos su konjuguotais ir nekonjuguotais antikūnais 
TRPM7 KP DP KS DS 
Konj.  
Ak 

0,0706 ± 0,0004 
n = 7 

0,0840 ± 0,0004# 
n = 21 

0,0866 ± 0,0008 
n = 4 

0,0972 ± 0,0017# 
n = 7 

Nekonj. 
Ak 

0,0796 ± 0,0005* 
n = 100 

0,0978 ± 0,0005*# 
n = 100 

0,093 ± 0,0005* 
n = 51 

0,1137 ± 0,0007*# 
n = 27 

TRPM6     
Konj.  
Ak 

0,0371 ± 0,0005 
n = 7 

0,0424 ± 0,0001# 
n = 21 

0,0451 ± 0,0004 
n = 4 

0,0479 ± 0,0003# 
n = 7 

Nekonj. 
Ak 

0,0504 ± 0,0003* 
n = 92 

0,0519 ± 0,0003*# 
n = 105 

0,0541 ± 0,0006* 
n = 65 

0,0553 ± 0,0005* 
n = 43 

Kardiomiocitai 2 val. buvo inkubuojami fiziologiniame tirpale su DV katijonais. Konj. Ak – 
pirminiai antikūnai konjuguoti su fluorescencine žyme; Nekonj. Ak – nekonjuguoti antikūnai 
(pirminiai antikūnai be fluorescencinės žymės); KP – kairysis prieširdis, DP – dešinysis 
prieširdis, KS – kairysis skilvelis, DS – dešinysis prieširdis; DV – dvivalenčiai katijonai; n – 
ląstelių skaičius; * p < 0,001 konjuguoti antikūnai lyginant su nekonjuguotais antikūnais; 
# p < 0,05 dešinioji širdies pusė lyginant su kairiąja širdies puse. Skaitinės reikšmės 
(vidurkis ± SEM) pateiktos sutartiniais vienetais (s.v.). 

Taigi, mūsų gauti rezultatai pirmą kartą patvirtino, kad žmogaus širdyje 
tikrai yra TRPM6 šKB. Tyrimo metu buvo aptikta tiek izoliuotų kardiomio-
citų, tiek audinių TRPM6 raiška. Mes taip pat pirmą kartą nustatėme visų 
keturių žmogaus širdies dalių kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB raišką 
[203]. 

Tolimesnėje eksperimentų serijoje siekėme nustatyti, ar eksperimentinių 
gyvūnų, kurie yra sąlyginai jauni ir sveiki, širdies kardiomiocituose/ 
audiniuose taip pat yra TRPM6 šKB. Šiems tyrimams buvo pasirinkti kiaulės 
širdies mėginiai, t. y. gyvūno, kurio širdies ir kraujagyslių sistema [204] bei 
genetinė sudėtis [205] yra artima žmogaus genomui. Šiuo metu, nėra jokių 
publikuotų duomenų apie kiaulės kardiomiocitų TRPM7 ir, ypač, apie TRPM6 
šKB raišką (žr. Rezultatų aptarimas, 4.1 poskyris). Todėl siekėme nustatyti ir 
įvertinti ar kiaulės širdyje yra TRPM6 šKB ir/ar tiriamų šKB raiška yra pana-
ši, kaip patologinėmis sąlygomis. 

Analogiškai, kaip ir tyrimuose su žmogaus kardiomiocitais, naudojome 
abiejų prieširdžių ir skilvelių kardiomiocitus. Be to, šKB žymėjimui naudo-
jome tuos pačius antikūnus (žr. Metodika, 2.3.1 lentelė), kadangi rinkoje nėra 
jokių TRPM6 šKB specifiškų antikūnų, skirtų minėto baltymo identifikacijai 
kiaulės širdies ląstelėse ir/ar audiniuose (žr. Tyrimo trūkumai). 3.1.6 pav. 
(A, D) pateikti kiaulės širdies prieširdžių ir skilvelių kardiomiocitų imuno-
fluorescenciniai TRPM6 ir TRPM7 vaizdai.  
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3.1.6 pav. Kiaulės kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB raiškos 

imunofluorescencinis pasiskirstymas 
Pavyzdiniai kiaulės kardiomiocitų vaizdai iliustruojantys kairiojo prieširdžio, dešiniojo prie-
širdžio, kairiojo skilvelio ir dešiniojo skilvelio kardiomiocitų TRPM6 (kairėje) ir TRPM7 
(dešinėje) šKB raišką, taikant imunofluorescencijos tyrimo metodą (žr. Metodika, 2.10 
poskyris). TRPM6 ir TRPM7 šKB žymėti su Alexa Fluor 488 (žalia spalva). F-aktino ir 
branduolų vaizdinimui atitinkamai naudoti Alexa Fluor 546 (raudona spalva) ir Hoechst 
33342 (mėlyna spalva) dažai. Ląstelės vaizdintos naudojant konfokalinį lazerinį mikroskopą 
Olympus FV1000. E dalyje pateiktas neigiamos kontrolės pavyzdys (inkubacija be pirminių 
antikūnų). Mastelio brūkšnys atitinka 20 µm.  

Iš pateiktų pavyzdžių matyti, kad abu tiriami baltymai yra kiaulės širdies 
visų keturių dalių kardiomiocituose, tačiau aptikta TRPM6 šKB raiška buvo 
žymiai mažesnė lyginant su jų raiška žmogaus kardiomiocituose. Įdomu tai, 
kad skirtingai nei žmogaus kardiomiocituose, buvo stebimos daugiabran-
duolės širdies ląstelės, kaip anksčiau aprašyta kitų autorių darbuose [206]. Vis 
dėlto, priešingai nei tiriant žmogaus kardiomiocitų TRPM6 šKB, mes nepa-
stebėjome šio baltymo fluorescencinio švytėjimo intensyvumo padidėjimo 
kiaulės kardiomiocitų perinuklearinėje srityje, galbūt todėl, kad šio kiaulės 
širdies baltymo raiška yra itin maža.  
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Siekiant įsitikinti, kad naudojami antikūnai tikrai pažymėjo tik TRPM6 
ar tik TRPM7 šKB, buvo atliekami dvigubos neigiamos kontrolės tyrimai. 
Šių tyrimų metu kardiomiocitai buvo inkubuojami arba be pirminio antikūno 
(3.1.6 pav. E), tai leido įvertinti antrinio antikūno specifiškumą, arba į 
kardiomiocitų suspensiją buvo įdedami specifiniai blokuojantys peptidai, 
kurie inhibuoja pirminių antikūnų prieš TRPM6 ir prieš TRPM7 jungimąsi 
(žr. 3.2.4 pav. G, H). Šie tyrimai patvirtino, kad abiem atvejais nebuvo nusta-
tytas kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencinis švytėji-
mas, kai baltymai nebuvo žymėti pirminiais antikūnais, ar kai jie buvo blo-
kuojami su specifiniais peptidais. 

3.1.7 pav. pateikti kiaulės prieširdžių ir skilvelių ląstelių TRPM6 ir 
TRPM7 šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumo analizės rezulta-
tai. Akivaizdu, kad kiaulės kardiomiocitų TRPM6 šKB imunofluorescencijos 
švytėjimo intensyvumas, kaip ir žmogaus kardiomiocitų, yra apie tris kartus 
mažesnis lyginant su TRPM7 šKB (3.1.7 pav; 3.2.2 lentelė). Tačiau tarp skir-
tingų širdies dalių, nebuvo nustatytas statistiškai patikimas imunofluorescen-
cinio švytėjimo intensyvumo skirtumas. 

 

 
3.1.7 pav. Kiekybinis kiaulės kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB 

imunofluorescencijos intensyvumo įvertinimas 
Kiekybinis KP, DP, KS ir DS kardiomiocitų TRPM6 (A) ir TRPM7 (B) šKB įvertinimas 
naudojant imunofluorescencijos tyrimo metodą (žr. Metodika, 2.10 poskyris); TRPM6 
(raudona spalva) ir TRPM7 (žalia spalva). KP – kairysis prieširdis; DP – dešinysis 
prieširdis; KS – kairysis skilvelis; DS – dešinysis skilvelis. Kiekybinės reikšmės (vidurkis ± 
SEM) pateiktos sutartiniais vienetais (s.v.).  

Taip pat siekėme nustatyti, kur tiriami šKB yra lokalizuoti. Jau anksčiau 
parodėme [203], kad tiek žmogaus, tiek kiaulės kardiomiocitų TRPM6 ir 
TRPM7 šKB pasiskirstymas yra nehomogeniškas. Vis dėlto, nebuvo nustatyta 
ar jie yra ir plazminėje kardiomiocitų membranoje, ar tik viduląstelinių orga-
nelių membranose. Kitų autorių publikuoti darbai yra prieštaringi. Tiriant PC12 
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linijinių ir HEK293 ląstelių TRPM7-HA buvo pademonstruota, kad tik maža 
dalis TRPM7 kanalų yra plazminėje membranoje. Dauguma šių kanalų yra 
aptinkami smulkių (≤ 0,25 µm diametro) viduląstelinių vezikulių, kuriose 
gausu glutationo [16] (išskyrus endosomas ir/ar lizosomas), membranose 
[17]. Taip pat teigiama, kad šiose vezikulėse TRPM7 „koordinuoja“ (angl. 
coordinate) Zn2+ ir ROS tiek vystymosi, tiek pažeidimų metu [16]. Tačiau, 
tiriant įvairių gyvūnų skilvelines ląsteles (nepublikuoti K. Mubagwa’ 
mokslinės grupės duomenys, Leuveno universitetas, Belgija), buvo nustatyta, 
kad eksperimentinių gyvūnų kardiomiocitų TRPM7 kanalai didžiąja dalimi 
yra netolygiai pasiskirstę plazminėje mebranoje, bet intensyvesnės imuno-
fluorescencijos smailės atsiranda tuose pačiuose taškuose, kaip F-aktino 
signalo smailės Z-diskų vietoje. Visgi mūsų tyrimais nebuvo nustatyta 
didesnė TRPM7 baltymo sankaupa ląstelių galuose, kaip buvo pastebėta 
minėtoje laboratorijoje. Pastarasis reiškinys galbūt gali būti paaiškintas tuo, 
kad minėtoje laboratorijoje ir mūsų tyrimuose citoskeletono žymėjimui buvo 
naudojami F-aktino žymenys sujungti su skirtingu fluoroforu. Minėtoje 
laboratorijoje, tiek TRPM7 baltymo, tiek F-aktino žymėjimui buvo naudotas 
tos pačios (žalios) spalvos fluoroforas. Tuo tarpu mūsų tyrimuose naudojome 
F-aktiną su raudona fluorescencine žyme (Alexa Fluor 546), o TRPM7 
baltymui naudojome antikūnus sujungtus su žalia fluorescencine žyme 
(Alexa Fluor 488). Tai padėjo nustatyti, kad kai kurių ląstelių galuose buvo 
padidėjęs F-aktino fluorescencijos intensyvumas (žr. aukščiau, 3.1.6 pav.), 
bet tose vietose neaptikome TRPM7 baltymo imunofluorescencijos švytėjimo 
intensyvumo padidėjimo. Tuo tarpu, literatūros šaltiniuose visai nėra 
duomenų apie TRPM6 šKB raišką ir jo lokalizaciją širdies miocitų ląstelėse.  

3.1.8 pav. pateiktas žmogaus DP izoliuoto kardiomiocito 3D vaizdas (A 
ir B) naudojant konjuguotus antikūnus prieš TRPM6 (raudona spalva) ir prieš 
TRPM7 (žalia spalva) toje pačioje ląstelėje ir žmogaus DP audinio 
histologiniai skerspjūvių vaizdai (C ir D), naudojant nekonjuguotus antikūnus 
prieš TRPM6 ir prieš TRPM7 (žalia spalva). Fluorescencinės mikroskopijos 
nuotraukose matyti netolygus TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencinio 
švytėjimo pasiskirstymas tiek širdies miocitų viduje (žali/rausvi taškai 
viduląstelinių organelių membranose), tiek plazminėje membranoje 
(parodyta rodyklėmis). Taip pat matyti, kad didžioji jų dalis yra kardiomiocitų 
viduje. Šie tyrimai patvirtina, kad širdies miocitų abiejų, TRPM6 ir TRPM7, 
baltymų raiška yra aptinkama išorinėje ir viduląstelinėse membranose.  
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3.1.8 pav. Kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB lokalizacijos vaizdinimas 

Pavyzdinis žmogaus DP kardiomiocito 3D vaizdas matomas iš viršaus (A) ir ląstelės pjūvio 
vaizdas iš šono (B). TRPM6 ir TRPM7 šKB vaizdinimui toje pačioje ląstelėje buvo 
naudojami antikūnai konjuguoti su skirtinga fluorescencine žyme (žr. Metodika, 2.8 po-
skyris). Alexa Fluor 546 (raudona spalva) naudotas TRPM6 šKB žymėjimui, Alexa Fluor 488 
(žalia spalva) naudotas TRPM7 šKB žymėjimui, Alexa Fluor 405 (mėlyna spalva) naudotas 
F-aktino vaizdinimui. TRPM6 ir TRPM7 imunofluorescencinis švytėjimas buvo nustatytas 
plazminėje membranoje (parodyta rodyklėmis) ir viduląstelinių organelių membranose (žalia 
ir rausva spalva). (C, D) Histologiniai vaizdai iliustruojantys žmogaus dešiniojo prieširdžio 
kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB raišką, naudojant imunohistocheminį dažymo būdą su 
fluorescencinėmis žymėmis (žr. Metodika, 2.8 poskyris). Alexa Fluor 488 (žalia spalva) 
naudotas TRPM6 ir TRPM7 šKB žymėjimui, Alexa Fluor 555 (raudona spalva) naudotas 
ląstelių membranų žymėjimui su WGA ir Hoechst 33342 naudotas branduolių dažymui 
(mėlyna spalva). Žalios spalvos pigmentai rodo TRPM6 ir TRPM7 šKB raišką plazminėje 
membranoje (baltos spalvos rodyklės) ir viduląstelinių organelių membranose. Kardio-
miocitų vaizdinimas buvo atliekamas konfokaliniu Olympus FV1000 mikroskopu. Izoliuotų 
kardiomiocitų ir histologinių pjūvių vaizdai atitinkamai gauti su x60 ir x20 mikroskopo 
objektyvu. Mastelio brūkšnys atitinka 20 μm. 
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Apibendrinant pirmosios tyrimų dalies rezultatus galime teigti, kad mūsų 
gauti rezultatai pirmą kartą patvirtino žmogaus ir kiaulės kardiomiocitų 
TRPM6 šKB raišką, kuri yra kelis kartus mažesnė nei TRPM7 raiška. Mes 
taip pat pirmą kartą nustatėme tiek žmogaus, tiek kiaulės visų keturių širdies 
dalių kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 kanalų baltymų raišką. Dešiniosios 
širdies dalies šKB raiška buvo didesnė lyginant su kairiosiomis širdies 
dalimis. Tai, kad daugiau šių šKB yra ne išorinėje kardiomiocito 
membranoje, bet viduląstelinių organelių membranose, galimai rodo, kad abu 
kanalai veikia kaip viduląsteliniai kanalai. 

3.2. TRPM6 ir TRPM7 kanalų baltymų raiškos  
moduliacijos tyrimai  

Literatūros šaltinių duomenimis, TRPM6 ir TRPM7 kanalai dalyvauja 
Mg2+ ir kitų DV katijonų homeostazėje, o jų aktyvumas yra valdomas Ca2+ ir 
Mg2+ [75–77]. Todėl tolimesnėje eksperimentų serijoje siekėme įvertinti ar 
šių DV katijonų pašalinimas iš Tyrode fiziologinio tirpalo galėtų keisti 
TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumą. Tuo 
tikslu, kardiomiocitų suspensija buvo inkubuojama 2 val. ir 12 val. Tyrode 
tirpale (toliau, su DV) ir modifikuotame Tyrode tirpale iš kurio buvo pašalinti 
DV katijonai (toliau, be DV). Kaip pademonstruota 3.2.1 pav., kardiomiocitų 
šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumas buvo didesnis 
inkubuojant su DV katijonais (tiek po 2 val., tiek po 12 val.), lyginant su 
inkubacija be DV katijonų (tiek po 2 val., tiek po 12 val.). Kiekybiniai šių 
tyrimų rezultatai pateikti 3.2.1 lentelėje. 
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3.2.1 pav. Dvivalenčių katijonų poveikis žmogaus kardiomiocitų TRPM6 ir 

TRPM7 šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumui 
Stulpelinėse diagramose pateikti kiekybiniai kardiomiocitų TRPM6 (raudona spalva) ir 
TRPM7 (žalia spalva) šKB fluorescencijos rezultatai, kai buvo inkubuojama 2 val. (užpildyti 
stulpeliai) arba 12 val. (neužpildyti stulpeliai) terpėje su DV katijonais (A, B) ir be DV 
katijonų (C, D). KP – kairysis prieširdis; DP – dešinysis prieširdis; KS – kairysis skilvelis; 
DS – dešinysis skilvelis. Pastaba: fluorescencijos intensyvumas buvo nustatytas taikant 
„aklą“ tyrimo vertinimą (matuojant fluorescenciją nebuvo žinomos kardiomiocitų inkubavi-
mo sąlygos). * p < 0,05 2 val. lyginant su 12 val. ir # p < 0,05 dešinioji širdies pusė lyginant 
su kairiąja širdies puse. Kiekybinės reikšmės (vidurkis ± SEM) pateiktos sutartiniais 
vienetais (s.v.). 
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3.2.1 lentelė. Dvivalenčių katijonų poveikio žmogaus izoliuotų kardiomiocitų 
TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumo skaitinės 
reikšmės 

TRPM6 KP DP KS DS 
su DV, 
2 val. 

0,0541 ± 0,0012 
n = 101 

0,0590 ± 0,0015# 
n = 124 

0,0610 ± 0,0019 
n = 77 

0,0666 ± 0,0029 
n = 55 

su DV, 
12 val. 

0,0771 ± 0,0054* 
n = 26 

0,0787 ± 0,0018* 
n = 65 

0,0859 ± 0,0038* 
n = 35 

0,0917 ± 0,0063* 
n = 19 

TRPM7     
su DV, 
2 val. 

0,0900 ± 0,0019 
n = 125 

0,1046 ± 0,0015# 
n = 120 

0,0997 ± 0,0023 
n = 58 

0,1244 ± 0,0027# 
n = 39 

su DV, 
12 val. 

0,1275 ± 0,0020* 
n = 36 

0,1365 ± 0,0012*# 
n = 65 

0,1481 ± 0,0032* 
n = 24 

0,1577 ± 0,0058* 
n = 13 

TRPM6      
be DV, 
2 val. 

0,0387 ± 0,0024 
n = 37 

0,0421 ± 0,0014 
n = 119 

0,0442 ± 0,0019 
n = 76 

0,0430 ± 0,0033 
n = 24 

be DV, 
12 val. 

0,0454 ± 0,0016 † 
n = 69 

0,0683 ± 0,0033*# 
n = 70 

0,0631 ± 0,0021* 
n = 61 

0,075 ± 0,0036*# 
n = 37 

TRPM7      
be DV, 
2 val. 

0,0727 ± 0,0013 
n = 68 

0,0879 ± 0,0011 # 
n = 125 

0,0772 ± 0,0017 
n = 57 

0,0975 ± 0,0024 # 
n = 25 

be DV, 
12 val. 

0,1170 ± 0,0014* 
n = 60 

0,1237 ± 0,0023*# 
n = 36 

0,1215 ± 0,0019* 
n = 35 

0,140 ± 0,0026*# 
n = 34 

KP – kairysis prieširdis, DP – dešinysis prieširdis, KS – kairysis skilvelis, DS – dešinysis 
skilvelis; DV – dvivalenčiai katijonai; n – ląstelių skaičius; * p < 0,001 ir † p < 0,05 2 val. 
lyginant su 12 val.; # p < 0,05 dešinioji širdies pusė lyginant su kairiąja širdies puse. 
Skaitinės reikšmės (vidurkis ± SEM) pateiktos sutartiniais vienetais (s.v.). 

Gautą informaciją apie DV katijonų poveikį žmogaus kardiomiocitų 
TRPM6 ir TRPM7 imunofluorescencijos signalui taip pat palyginome su 
patologinių sąlygų nepaveiktų kardiomiocitų fluorescencijos duomenimis. 
Tuo tikslu buvo atlikta tokia pati eksperimentų serija su kiaulės kardio-
miocitais. Kokybinė ir kiekybinė TRPM6 ir TRPM7 šKB analizė analogiškai 
buvo atlikta po 2 val. ir po 12 val. po ląstelių izoliavimo. 

Kaip parodyta 3.2.2 pav., po 12 val. inkubacijos fiziologiniame tirpale su 
DV katijonais ar be jų, kiaulės KS kardiomiocitų žymėtų TRPM6 ir TRPM7 
šKB imunofluorescencinio signalo intensyvumas statistiškai patikimai padi-
dėjo. TRPM6 fluorescencija padidėjo nuo 0,029 ± 0,0015 s.v. iki 0,050 ± 
0,0012 s.v. (n = 3–24, p < 0,001) ir nuo 0,020 ± 0,0006 s.v. iki 0,040 ± 0,0009 
s.v. (n = 7–21, p < 0,001) terpėje su/be DV katijonų, atitinkamai. Žymėto 
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TRPM7 imunofluorescencija padidėjo nuo 0,087 ± 0,0013 s.v. iki 0,133 ± 
0,0011 s.v. (n = 3–23, p < 0,001) ir nuo 0,065 ± 0,0009 s.v. iki 
0,112 ± 0,0006 s.v. (n = 4–25, p < 0,001) terpėje su/be DV katijonų, atitin-
kamai. Kokybiškai panašūs tyrimų rezultatai buvo gauti kiaulės širdies visų 
keturių dalių kardiomiocituose ir po 2 val. inkubacijos su/be DV katijonų 
(3.2.2 lentelė). 

 

 
3.2.2 pav. Dvivalenčių katijonų poveikis kiaulės kairiojo skilvelio 

kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencijos  
švytėjimo intensyvumui 

Pavyzdiniai kiaulės KS kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM šKB raiškos vaizdai (A, C) ir 
imunofluorescencinio signalo kiekybinės reikšmės (B, D), nustatytos po 2 val. (užpildyti 
stulpeliai) ir po 12 val. (neužpildyti stulpeliai) inkubuojant su DV katijonais (A, B) ir be DV 
katijonų (C, D). TRPM6 ir TRPM7 šKB pažymėti su Alexa Fluor 488 (žalia spalva), 
F-aktinas pažymėtas su Alexa Fluor 546 (raudona spalva) ir branduoliai nudažyti su Hoechst 
33342 (mėlyna spalva). Ląstelės vaizdintos naudojant konfokalinį lazerinį mikroskopą 
Olympus FV1000. * p < 0,001 TRPM6 lyginant su TRPM7; # p < 0,001 12 val. lyginant su 
2 val. šKB fluorescencijos intensyvumas (vidurkis ± SEM) išreikštas sutartiniais vienetais 
(s.v.). Mastelio brūkšnys atitinka 20 µm. 
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3.2.2 lentelė. Dvivalenčių katijonų poveikio (po 2 val. inkubacijos) kiaulės 
izoliuotų kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencijos 
švytėjimo intensyvumo skaitinės reikšmės 
Širdies 
 dalis 

TRPM6 TRPM7 
su DV be DV su DV be DV 

KP 0,023 ± 0,0013* 
n = 18 

0,016 ± 0,0014*# 
n = 20 

0,067 ± 0,0006 
n = 37 

0,053 ± 0,0009# 
n = 13 

DP 0,029 ± 0,0008* 
n = 32 

0,018 ± 0,0011*# 
n = 4 

0,079 ± 0,0009 
n = 21 

0,059 ± 0,0010# 
n = 5 

KS 0,029 ± 0,0015* 
n = 24 

0,020 ± 0,0006*# 
n = 21 

0,087 ± 0,0013 
n = 23 

0,065 ± 0,0009# 
n = 25 

DS 0,032 ± 0,0012* 
n = 14 

0,025 ± 0,0020*# 
n = 3 

0,098 ± 0,0013 
n = 12 

0,076 ± 0,0016# 
n = 5 

KP – kairysis prieširdis, DP – dešinysis prieširdis, KS – kairysis skilvelis, DS – dešinysis 
skilvelis; su/be DV – fiziologinis tirpalas su dvivalenčiais katijonais ir be šių katijonų, 
atitinkamai; n – ląstelių skaičius; * p < 0,001 – TRPM6 lyginant su TRPM7; # p < 0,001 – 
su DV lyginant su be DV. Skaitinės reikšmės (vidurkis ± SEM) pateiktos sutartiniais 
vienetais (s.v.). 

Apibendrinant galime teigti, kad tiek TRPM6, tiek TRPM7 šKB imuno-
fluorescencinio signalo intensyvumą nulemia terpės joninė sudėtis ląstelių 
inkubacijos metu. Be to, užregistruotos fluorescencinio signalo reikšmės 
buvo statistiškai patikimai didesnės po 12 val. lyginant su inkubacijos sąly-
gomis po 2 val. 

Kitame tyrimų etape siekėme patikrinti ar farmakologinės medžiagos, 
tokios kaip TRP kanalų blokatoriai, moduliuojantys TRPM6 ir TRPM7 
kanalų elektrofiziologines savybes [11], gali turėti panašų poveikį ir TRPM6 
bei TRPM7 šKB imunofluorescencijos signalo intensyvumui. Tuo tikslu, 
žmogaus kardiomiocitai po 2 val. ir po 12 val. inkubacijos skirtingose terpėse 
(su DV ir be DV katijonų) toliau buvo 15 min. laikomi inkubacinėje terpėje 
papildytoje su 2-APB (500 μM) ar CAR (100 μM) (žr. Metodika, 
2.10.1 pav.). 3.2.3 pav. pateikti pavyzdiniai kardiomiocitų TRPM7 (žalia 
spalva) ir TRPM6 (raudona spalva) šKB imunofluorescenciniai vaizdai 
kontrolinėmis sąlygomis (A, B), po inkubacijos su 2-APB (C, D) ir po 
inkubacijos su CAR (E, F). Iš gautų konfokalinių nuotraukų (3.2.3 pav.) 
matyti, kad kontrolinėmis sąlygomis žymėto TRPM7 šKB imunofluo-
rescencinis signalas, kaip ir tikėtasi, buvo žymiai didesnis, lyginant su žymėto 
TRPM6 šKB imunofluorescencinio signalo intensyvumu. Tačiau po 
inkubacijos su 2-APB ar su CAR buvo stebimas priešingas žymėtų TRPM6 
ir TRPM7 šKB imunofluorescencinio signalo švytėjimo intensyvumo pokytis. 
TRPM7 šKB imunofluorescencinio švytėjimo intensyvumas abiejų 
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farmakologinių medžiagų poveikyje sumažėjo. Tačiau tomis pačiomis ekspe-
rimentinėmis sąlygomis TRPM6 šKB imunofluorescencinis švytėjimas 
žymiai padidėjo. 

 

 
3.2.3 pav. 2-APB ir CAR poveikis žmogaus kardiomiocitų  

TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumui 
Pavyzdiniai žmogaus KS kardiomiocitų vaizdai, demonstruojantys žymėtų TRPM6 (B, D, F) 
ir TRPM7 (A, C, E) šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumo pokyčius kontroli-
nėmis sąlygomis (A, B), po 15 min. inkubacijos su 500 μM 2-APB (C, D) ir po 15 min. 
inkubacijos su 100 μM CAR (E, F) (žr. Metodika, 2.10 poskyris). TRPM7 šKB pažymėtas 
su Alexa Fluor 488 (žalia spalva), TRPM6 šKB pažymėtas su Alexa Fluor 546 (raudona 
spalva), F-aktinas pažymėtas su Alexa Fluor 405 (mėlyna spalva), kuri buvo dirbtinai 
pakeista į pilką. Branduoliai nudažyti su Hoechst 33342 (mėlyna spalva). Ląstelės vaizdintos 
naudojant konfokalinį lazerinį mikroskopą Olympus FV1000. Mastelio brūkšnys atitinka 
20 µm. 

 Be to, analogiški 2-APB (500 μM) ir CAR (100 μM) poveikio tyrimai 
buvo atlikti su kiaulės kardiomiocitais, siekiant įsitikinti, jog šiose ląstelėse 
taip pat gali būti sukeltas toks pat žymėtų TRPM6 ir TRPM7 šKB imuno-
fluorescencinio švytėjimo intensyvumo pokytis. Iš 3.2.4 pav. matyti, kad 
kiaulės, kaip ir žmogaus, kardiomiocitų TRPM6 šKB imunofluorescencijos 
švytėjimo intensyvumas 2-APB ir CAR poveikyje padidėjo, o TRPM7 – 
sumažėjo. 
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3.2.4 pav. 2-APB ir CAR poveikis kiaulės kardiomiocitų  

TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencinio švytėjimo intensyvumui 
Pavyzdiniai kiaulės DP kardiomiocitų vaizdai, demonstruojantys žymėtų TRPM6 (B, D, F) 
ir TRPM7 (A, C, E) šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumo pokyčius kontroli-
nėmis sąlygomis (A, B), po 15 min. inkubacijos su 100 μM CAR (C, D), po 15 min. inkuba-
cijos su 500 μM 2-APB (E, F) ir po 15 min. inkubacijos su 500 μM 2-APB + blokuojantis 
peptidas (G, H), (žr. Metodika, 2.10 poskyris). TRPM7 šKB pažymėtas su Alexa Fluor 488 
(žalia spalva), TRPM6 šKB pažymėtas su Alexa Fluor 546 (raudona spalva), F-aktinas 
pažymėtas su Alexa Fluor 405 (mėlyna spalva), kuri buvo dirbtinai pakeista į pilką. Ląstelės 
vaizdintos naudojant konfokalinį lazerinį mikroskopą Olympus FV1000. Mastelio brūkšnys 
atitinka 20 µm.  

Siekiant įsitikinti, kad naudoti antikūnai tikrai pažymėjo tik TRPM6 ar 
tik TRPM7 šKB, dalis kardiomiocitų, prieš atliekant inkubaciją su 2-APB, 
pirmiau buvo paveikiami su specifiniais blokuojančiais peptidais, kurie 
inhibuoja pirminius antikūnus prieš TRPM6 ir prieš TRPM7. Kaip parodyta 
3.2.4 pav. (G, H), fluorescencija nebuvo aptikta, kai 2-APB buvo pridėtas į 
inkubavimo terpę, kurioje jau buvo antikūną prieš TRPM6 ir prieš TRPM7 
blokuojantys peptidai. Šiais tyrimais patvirtinome, kad specifiniai peptidai 
tikrai blokuoja pirminius antikūnus, todėl mes nenustatėme nei TRPM6, nei 
TRPM7 šKB imunofluorescencinio švytėjimo. Kadangi inkubacinėje terpėje 
su blokuojančiais peptidais taip pat buvo ir 2-APB, tai gauti rezultatai leidžia 
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daryti prielaidą, kad 2-APB ir peptidai, galimai, dalinasi ta pačia prisijungimo 
vieta (daugiau žr. Rezultatų aptarimas). 

3.2.5 pav. (A–D) pateikti kiekybiniai 2-APB ir CAR poveikio TRPM6 ir 
TRPM7 šKB imunofluorescencijos signalo intensyvumui duomenys. Rezul-
tatai gauti naudojant žmogaus kardiomiocitus, kurie buvo 2 val. (A, B) arba 
12 val. (C, D) inkubuojami terpėse be DV katijonų ir su DV katijonais bei 
paveikti su 2-APB (500 μM) ar CAR (100 μM). Nustatyta, kad naudotas 
tirpiklis DMSO, neturėjo poveikio tyrimų rezultatams (0,0993 ± 0,0008 s.v. 
ir 0,0847 ± 0,0007 s.v., atitinkamai, tirpaluose su DV ir be DV katijonų; 
n = 10–11). Inkubuojant ląsteles su 2-APB (500 µM), imunodetektuoto 
TRPM7 šKB fluorescencijos intensyvumas sumažėjo (nuo 0,0986 ± 0,0006 
s.v. iki 0,0246 ± 0,0003 s.v., n = 16–88; p < 0,001, tirpaluose su DV katijo-
nais ir nuo 0,0827 ± 0,0005 s.v. iki 0,0162 ± 0,0004 s.v., n = 70–76; p < 0,001, 
tirpaluose be DV katijonų). Tomis pačiomis eksperimentinėmis sąlygomis 
2-APB (500 μM) padidino TRPM6 šKB imunofluorescencijos švytėjimo 
intensyvumą (nuo 0,0518 ± 0,0003 s.v. iki 0,1500 ± 0,0004 s.v., n = 20–99; 
p < 0,001 ir nuo 0,0354 ± 0,0006 s.v. iki 0,1569 ± 0,0005 s.v., n = 70–87; 
p < 0,001, atitinkamai su DV katijonais ir be jų). CAR (100 μM) (3.2.5 pav., 
C, D) taip pat sukėlė kokybiškai panašius žmogaus kardiomiocitų 
imunofluorescencijos intensyvumo pokyčius po 2 val. (neiliustruota) ir 
12 val. inkubacijos su DV katijonais ir be jų. TRPM7 šKB imunofluores-
cencija sumažėjo nuo 0,1748 ± 0,0006 s.v. iki 0,0383 ± 0,0003 s.v., n = 6–64; 
p < 0,001; ir nuo 0,1188 ± 0,0007 s.v. iki 0,0251 ± 0,0002 s.v., n = 6–32; 
p < 0,001, atitinkamai su DV katijonais ir be jų. Priešingai, TRPM6 šKB 
imunofluorescencija padidėjo nuo 0,0717 ± 0,0004 s.v. iki 0,1907 ± 0,0004 
s.v., n = 16–20; p < 0,001 ir nuo 0,0428 ± 0,0004 s.v. iki 0,1433 ± 0,0002 s.v., 
n = 17–37; p < 0,001, atitinkamai su DV ir be jų. 

Be to, iš 3.2.5 pav. (E, F) ir 3.2.3 lentelės matyti, kad paveikus kiaulės 
širdies ląsteles su 2-APB ar CAR buvo stebimas toks pat žymėtų TRPM6 ir 
TRPM7 šKB imunofluorescencijos signalo pokytis: 2-APB ir CAR sumažino 
TRPM7, bet padidino TRPM6 šKB fluorescencijos švytėjimo intensyvumą. 
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 3.2.5 pav. 2-APB ir CAR poveikis TRPM6 ir TRPM7 šKB 

imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumui 
Kiekybiniai žymėtų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumo 
pokyčiai: (A–D) žmogaus kardiomiocitų kontrolinėmis sąlygomis (inkubuoti 2 val. (A, B) ir 
12 val. (C, D) su ir be DV katijonų) (neužpildyti simboliai) ir paveikus su 500 μM 2-APB ir 
100 μM CAR (užpildyti simboliai), bei (E, F) kiaulės kardiomiocitų kontrolinėmis sąlygomis 
(2 val. inkubuoti terpėje su ir be DV katijonų) (neužpildyti simboliai) ir paveikus su 500 μM 
2-APB ir 100 μM CAR (užpildyti simboliai). Tirpiklis DMSO (500 μM, juodi simboliai) 
poveikio šKB imunofluorescencijos signalui neturėjo. * p < 0,001 2-APB ar CAR lyginant 
su kontrole. DV – dvivalenčiai katijonai. Kiekybinės reikšmės (vidurkis ± SEM) pateiktos 
sutartiniais vienetais (s.v.). 
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3.2.3 lentelė. 2-APB ir CAR poveikio kiaulės kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 
šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumo skaitinės reikšmės 
 Kontrolė 2-APB (500 μM) CAR (100 μM) 
TRPM6 0,025 ± 0,0022 

n = 7 
0,1203 ± 0,0015* 

n = 8 
0,1325 ± 0,0020# 

n = 7 
TRPM7 0,1149 ± 0,0020 

n = 20 
0,0313 ± 0,0014* 

n = 20 
0,0280 ± 0,0014# 

n = 10 
n – ląstelių skaičius; * p < 0,001 lyginant su kontrole. Skaitinės reikšmės (vidurkis ± SEM) 
pateiktos sutartiniais vienetais (s.v.). 

Įdomu tai, kad mūsų duomenys apie skirtingą 2-APB poveikį kardiomio-
citų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencinio signalo intensyvumui rodo 
atitikimą su kitų tyrėjų duomenimis apie skirtingą 2-APB poveikį linijinių 
(CHOK1, HEK-293, DMCT) ląstelių srovėms, tekančioms per TRPM6 ir per 
TRPM7 kanalus [11]. Elektrofiziologinių tyrimų duomenimis, 500 μM 
2-APB koncentracija blokavo srovę per TRPM7 kanalus, tačiau žymiai 
padidino srovės tankį per TRPM6 kanalus. Mūsų tyrimų duomenimis, 
analogiškai, buvo aptiktas žymėto TRPM7 šKB imunofluorescencinio 
signalo intensyvumo mažėjimas, o TRPM6 padidėjimas. Kadangi yra 
duomenų, kad milimoliarinės (> 2 mM) 2-APB koncentracijos veikia priešin-
gai, t. y. ne blokuoja, o didina TRPM7 kanalų aktyvumą [11], mes taip pat 
patikrinome ar ir šiuo atveju yra duomenų atitikimas.  

3.2.6 pav. pateikti kiekybiniai kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB 
imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumo pokyčių rezultatai, gauti 
inkubuojant su 500 μM ir 2 mM 2-APB. Vėlgi, su 500 µM 2-APB buvo 
užregistruotas kardiomiocitų TRPM7 šKB imunofluorescencinio signalo 
intensyvumo sumažėjimas nuo 0,1492 ± 0,0022 s.v. iki 0,0872 ± 0,0015 s.v. 
(n = 3–5, p < 0,001). Tačiau, su 2 mM 2-APB vietoj mažėjimo buvo užre-
gistruotas imunofluorescencijos intensyvumo padidėjimas iki 0,1946 ± 
0,0019 s.v. (n = 4, p < 0,001). Tuo tarpu inkubuojant kardiomiocitus su 
mikro- ir milimoliarine 2-APB koncentracija žymėto TRPM6 šKB fluores-
cencijos signalas buvo vienkryptis ir didėjo nuo 0,064 ± 0,0023 s.v. iki 
0,1281 ± 0,0016 s.v. (n = 3, p < 0,001) ir iki 0,1641 ± 0,0031 s.v. (n = 5, 
p < 0,001).  
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3.2.6 pav. Skirtingas 2-APB poveikis TRPM6 ir TRPM7 šKB 

imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumui 
(A, B) pateikti kiekybiniai žmogaus kardiomiocitų (PV sergančių pacientų) TRPM6 (raudoni 
simboliai) ir TRPM7 (žali simboliai) šKB imunofluorescencijos signalo pokyčiai kontro-
linėmis sąlygomis (atviri simboliai) ir paveikus su 500 µM ar 2 mM 2-APB (užpildyti 
simboliai). * p < 0,001 2-APB lyginant su kontrole. Kiekybinės reikšmės (vidurkis ± SEM) 
pateiktos sutartiniais vienetais (s.v.). 

Taigi, mūsų gauti duomenys apie nuo koncentracijos dydžio priklausomą 
dvikryptį 2-APB poveikį TRPM7 šKB imunofluorescencijai, atitinka 
elektrofiziologinių tyrimų duomenis apie priešingą poveikį šiems kanalams 
(blokavimas su mikromoliarine, bet aktyvavimas su milimoliarine 2-APB 
koncentracija). Gauti duomenys leidžia teigti, kad 2-APB ir CAR gali keisti 
žymėtų TRPM6 ir TRPM7 šKB ne tik imunofluorescencijos švytėjimo inten-
syvumą, bet, priklausomai nuo koncentracijos, gali keisti jo kryptingumą, t. y. 
arba sumažinti, arba jį padidinti. Šie duomenys taip pat patvirtina, kad 
TRPM6 ir TRPM7 šKB gali funkcionuoti nepriklausomai vienas nuo kito. 

Yra žinoma, kad ne tik terpės joninė sudėtis ar skirtingos farmakologinės 
medžiagos gali keisti TRPM6 ir TRPM7 kanalų funkcijas [11, 13]. Litera-
tūros duomenimis ekstraląstelinės terpės pH pokyčiai taip pat gali keisti 
TRPM6 ir TRPM7 kanalų elektrinį aktyvumą [11, 12, 14, 15]. Todėl 
tolimesniame tyrimų etape įvertinome galimą ekstraląstelinės acidozės povei-
kį žmogaus kardiomiocitų šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensy-
vumui. Šių eksperimentų metu kardiomiocitai buvo 2 val. inkubuojami 
rūgštinėje terpėje (pH = 5) su ir be DV katijonais. 3.2.7 pav. A matyti, kad 
rūgštinėje aplinkoje padidėjo tiek TRPM6, tiek TRPM7 šKB imunofluoresc-
encijos švytėjimo intensyvumas: 3,06 ir 1,45 karto (iki 0,1524 ± 0,0004 s.v. ir 
iki 0,1536 ± 0,0004 s.v., atitinkamai; n = 15–25; p < 0,001), lyginant su 
imunofluorescencijos signalu ląstelėse inkubuotose pH 7,4 tirpale (0,0498 ± 
0,0003 s.v. ir 0,1057 ± 0,0008 s.v., atitinkamai; n = 61–69, p < 0,001). Tačiau 
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rūgštinėje aplinkoje be DV katijonų, kaip parodyta 3.2.7 pav. B, poveikis 
TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencijai buvo skirtingas: žymėto 
TRPM6 šKB imunofluorescencinio signalo intensyvumas padidėjo 5,62 karto 
(nuo 0,0314 ± 0,0005 s.v. iki 0,1765 ± 0,0004 s.v., n = 6–25; p < 0,001), o 
TRPM7 šKB – sumažėjo 1,66 karto (nuo 0,0830 ± 0,0004 s.v. iki 0,0500 ± 
0,0006 s.v., n = 11–51; p < 0,001). Šie duomenys taip pat rodo, kad abu 
detektuoti šKB yra nepriklausomi vienas nuo kito, nes pasižymi individualiu 
atsaku į ekstraląstelinės terpės pH pokytį. 

 

 
3.2.7 pav. pH poveikis žmogaus kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB 

imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumui 
Kiekybinės imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumo reikšmės (vidurkis ± SEM), kai 
pH 7,4 (atviri simboliai) ir kai pH 5,0 (uždari simboliai) pateiktos sutartiniais vienetais (s.v.). 
* p < 0,001 pH 5,0 lyginant su pH 7,4. DV – dvivalenčiai katijonai.  

Apibendrinant TRPM6 ir TRPM7 kanalų moduliacijos tyrimų dalį, gali-
me teigti, kad abiejų žymėtų šKB imunofluorescencinis švytėjimo intensyvu-
mas priklausė nuo tyrimo sąlygų, kuriomis buvo inkubuojami kardiomiocitai. 
Įvairūs ekstraląsteliniai veiksniai, kaip terpės joninė sudėtis, acidozė ir TRP 
kanalų blokatoriai (2-APB ir CAR), sukelia nepriklausomą TRPM6 ir 
TRPM7 šKB imunofluorescencijos signalo moduliaciją arba ta pačia, ar 
priešinga kryptimi (vieną sumažiną, o kitą padidina). Tai leidžia mums teigti, 
kad kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 kanalai tarpusavyje nesusiję ir gali 
funkcionuoti nepriklausomai. 
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3.3. TRPM6 ir TRPM7 kanalų baltymų raiškos,  
kai buvo patologinis širdies pakitimas, tyrimai  

Apie 70 proc. suaugusio žmogaus širdies ląstelių yra fibroblastai, kurie, 
esant mechaniniam, metaboliniam, išeminiam (arba oksidaciniam) ir neuro-
hormoniniam stresui, transformuojasi ir migruoja į pažeistas vietas, sukelda-
mi fibrozinius pokyčius. Dažniausios priežastys, sukeliančios šiuos patolo-
ginius pakitimus, yra miokardo infarktas, uždegimas (miokarditas, transplan-
tato atmetimas) ir slėgio bei tūrio perkrovos, atsirandančios dėl įvairių hiper-
tenzijos formų ir vožtuvų nepakankamumo (kuris sukelia regurgitaciją). Šie 
pokyčiai suaktyvina patologinės hipertrofijos procesus ir galiausiai sukelia 
ŠN. Išeminės kilmės ŠN yra vyraujantis ir išsivysto dėl IŠL progresavimo. 
Naujausi tyrimai parodė, kad fibrozės vystymosi procese dalyvaujantys Ca2+ 
jonai į fibroblastus patenka ne per Ca2+-kanalus [4, 36], bet per TRP-panašius 
kanalus, įskaitant TRPM7, kurie atlieka pagrindinį vaidmenį Ca2+ pernašoje į 
fibroblastus [156]. Taip pat buvo nustatyta, kad per TRPM7 kanalus 
pernešamas Ca2+ srautas į fibroblastus drastiškai padidėja PV sergančių 
pacientų ląstelėse [156]. Literatūroje yra duomenų, kad širdies fibroblastai 
gali susijungti su kardiomiocitais [207] ir iš esmės paveikti jų ląstelių 
elektrines savybes. Remiantis ankstesnių Kardiologijos institute atliktų 
elektrofiziologinių tyrimų duomenimis [14], buvo pastebėta, kad IŠL didina 
TRPM7-panašios srovės tankį, todėl buvo tikslinga patikrinti, ar yra 
atitikimas tarp nustatytų elektrofiziologinių ir molekulinių (šKB imunofluo-
rescencinio švytėjimo intensyvumo) pokyčių. Šiame tyrime naudojome 
kontrolinių ir IŠL sergančių pacientų izoliuotus kardiomiocitus ir širdies 
pjūvius. Tai suteikė mums galimybę įvertinti, ar IŠL keičia TRPM6 ir 
TRPM7 šKB raišką. 

3.3.1 pav. pateikti kiekybiniai IŠL sergančių ir kontrolinės grupės pa-
cientų kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencinio švytėji-
mo intensyvumo duomenys. Pateikti rezultatai rodo, kad nepriklausomai nuo 
eksperimentinių sąlygų, kuriomis buvo inkubuojami kardiomiocitai (su ir/ar 
be DV katijonų, fiksuoti po 2 val. (3.3.1 pav., A) ir/ar po 12 val. (3.3.1 pav., B)), 
žymėtų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensyvu-
mas IŠL grupės pacientų ląstelėse (3.3.1 pav., viršutinės reikšmės) buvo 
statistiškai patikimai didesnis, lyginant su fluorescencija kontrolinės grupės 
pacientų ląstelėse (3.3.1 pav., apatinės reikšmės). Skaitinės reikšmės pateiktos 
3.3.1 lentelėje. 
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3.3.1 pav. Žmogaus izoliuotų kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB 
imunofluorescencijos intensyvumas, kai buvo ir nebuvo diagnozuota  

išeminė širdies liga 
Kontrolinių (apatiniai, neužpildyti simboliai) ir IŠL sergančių (viršutiniai, užpildyti simbo-
liai) pacientų kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencinio signalo reikšmės, 
kai buvo inkubuojama 2 val. (A) arba 12 val. (B). p < 0,001. DV – dvivalenčiai katijonai; 
KP – kairysis prieširdis; DP – dešinysis prieširdis; KS – kairysis skilvelis; DS – dešinysis 
skilvelis. Kiekybinės reikšmės (vidurkis ± SEM) pateiktos sutartiniais vienetais (s.v.). 

3.3.1 lentelė. Kontrolinės ir IŠL grupės pacientų izoliuotų kardiomiocitų 
TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumo skaitinės 
reikšmės  

TRPM7 (DV) KP DP KS DS 
2 val. Kontrolinė 

grupė 
0,079 ± 0,0005 

n = 100 
0,098 ± 0,0005# 

n = 100 
0,094 ± 0,0005 

n = 7 
0,114 ± 0,0007# 

n = 27 
IŠL grupė 0,132 ± 0,0009* 

n = 25 
0,139 ± 0,0003*# 

n = 20 
0,145 ± 0,0003* 

n = 7 
0,149 ± 0,0004*# 

n = 12 
12 val. Kontrolinė 

grupė 
0,124 ± 0,0006 

n = 32 
0,134 ± 0,0004# 

n = 61 
0,141 ± 0,0005 

n = 20 
0,147 ± 0,0005# 

n = 10 
IŠL grupė 0,159 ± 0,0002* 

n = 6 
0,171 ± 0,0008*# 

n = 6 
0,182 ± 0,0017* 

n = 6 
0,195 ± 0,0011*# 

n = 5 
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3.3.1 lentelės tęsinys 
TRPM6 (DV) KP DP KS DS 

2 val. Kontrolinė 
grupė 

0,050 ± 0,0003 
n = 92 

0,052 ± 0,0003# 
n = 105 

0,054 ± 0,0006 
n = 65 

0,055 ± 0,0005# 
n = 43 

IŠL grupė 0,092 ± 0,0006* 
n = 9 

0,098 ± 0,0008*# 
n = 19 

0,098 ± 0,0007* 
n = 12 

0,107 ± 0,0003*# 
n = 12 

12 val. Kontrolinė 
grupė 

0,072 ± 0,0004 
n = 20 

0,076 ± 0,0004# 
n = 62 

0,078 ± 0,0002 
n = 31 

0,080 ± 0,0002# 
n = 16 

IŠL grupė 0,136 ± 0,0013* 
n = 6 

0,144 ± 0,0012*# 
n = 5 

0,147 ± 0,0009* 
n = 6 

0,154 ± 0,0009*# 
n = 5 

TRPM7 (be DV)     
2 val. Kontrolinė 

grupė 
0,069 ± 0,0009 

n = 59 
0,083 ± 0,0005# 

n = 103 
0,073 ± 0,0005 

n = 50 
0,092 ± 0,0009# 

n = 20 
IŠL grupė 0,098 ± 0,0009* 

n = 9 
0,113 ± 0,0004*# 

n = 22 
0,109 ± 0,0008* 

n = 7 
0,120 ± 0,0002*# 

n = 5 
12 val. Kontrolinė 

grupė 
0,115 ± 0,0009 

n = 56 
0,120 ± 0,0011# 

n = 33 
0,119 ± 0,0009 

n = 33 
0,135 ± 0,0005# 

n = 30 
IŠL grupė 0,149 ± 0,0004* 

n = 7 
0,164 ± 0,0009*# 

n = 5 
0,163 ± 0,0013* 

n = 6 
0,180 ± 0,0005*# 

n = 7 
TRPM6 (be DV)     
2 val. Kontrolinė 

grupė 
0,032 ± 0,0006 

n = 30 
0,036 ± 0,0006# 

n = 101 
0,037 ± 0,0006 

n = 62 
0,037 ± 0,0004# 

n = 21 
IŠL grupė 0,068 ± 0,0005* 

n = 7 
0,076 ± 0,0004*# 

n = 18 
0,079 ± 0,0005* 

n = 14 
0,084 ± 0,0007*# 

n = 6 
12 val. Kontrolinė 

grupė 
0,043 ± 0,0003 

n = 66 
0,053 ± 0,0005 # 

n = 53 
0,059 ± 0,0008 

n = 57 
0,066 ± 0,0005# 

n = 32 
IŠL grupė 0,107 ± 0,0012* 

n = 6 
0,116 ± 0,0008*# 

n = 17 
0,121 ± 0,0016* 

n = 6 
0,130 ± 0,0012*# 

n = 5 
Kontrolinė grupė – pacientai, kuriems nebuvo diagnozuota išmeminė širdies liga; IŠL 
grupė – pacientai, kuriems buvo diagnozuota išeminė širdies liga. DV – dvivalenčiai 
katijonai; n – ląstelių skaičius; KP – kairysis prieširdis; DP – dešinysis prieširdis; KS – 
kairysis skilvelis; DS – dešinysis skilvelis. * p < 0,05 IŠL grupė lyginant su kontroline grupe 
# p < 0,05 dešinioji širdies pusė lyginant su kairiąja širdies puse. Skaitinės reikšmės (vidurkis 
± SEM) pateiktos sutartiniais vienetais (s.v.). 

Nustačius, kad izoliuotuose IŠL sergančių pacientų kardiomiocituose yra 
padidėjusi žymėtų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencija, toliau pati-
krinome ar pacientų, sergančių šia liga, audinių homogenatuose taip pat yra 
didesnis tiriamų baltymų kiekis. Iš duomenų, pateiktų 3.3.2 pav. (A, B) ir 
3.3.2 lentelėje, matyti, kad IŠL sergančių pacientų širdies mėginių homoge-
natuose buvo aptikti didesni TRPM6 ir TRPM7 šKB kiekiai.  
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3.3.2 pav. Kiekybinis žmogaus širdies audinių TRPM6 ir TRPM7 šKB 

įvertinimas, kai buvo ir nebuvo diagnozuota išeminė širdies liga 
Stulpelinėse diagramose pateikti širdies audinių homogenatų kontrolinės grupės (n = 3–16, 
neužpildyti stulpeliai) ir IŠL sergančių pacientų grupės (n = 3–31, užpildyti stulpeliai) 
TRPM6 (A) ir TRPM7 (B) šKB kiekiai, nustatyti ELISA tyrimo metodu (žr. Metodika, 
2.5 poskyris). KP, DP, KS ir DS žymėjimai atitinka žmogaus širdies kairiojo prieširdžio, 
dešiniojo prieširdžio, kairiojo skilvelio ir dešiniojo skilvelio audinius. * p < 0,05 IŠL grupė 
lyginant su kontroline grupe; # p < 0,05 dešinioji širdies pusė lyginant su kairiąja širdies 
puse. 

3.3.2 lentelė. Kontrolinės ir IŠL grupės pacientų širdies audinių TRPM6 ir 
TRPM7 šKB raiškos skaitinės reikšmės, nustatytos ELISA metodu 

TRPM7 KP DP KS DS 
Kontrolinė 
grupė  

618,76 ± 19,73 
n = 3 

980,99 ± 55,65# 
n = 16 

712,05 ± 29,92 
n = 13 

821,75 ± 35,14 
n = 5 

IŠL grupė 889,69 ± 9,90* 
n = 3 

1470,81 ± 47,51*# 
n = 31 

1125,87 ± 22,80* 
n = 12 

1318,35 ± 52,23*# 
n = 5 

TRPM6     
Kontrolinė 
grupė 

174,57 ± 14,16 
n = 3 

276,49 ± 17,25# 
n = 16 

248,66 ± 8,07 
n = 13 

281,73 ± 8,31 
n = 5 

IŠL grupė 228,47 ± 11,26 
n = 3 

337,45 ± 12,91*# 
n = 31 

302,88 ± 9,33* 
n = 12 

363,68 ± 16,48*# 
n = 5 

Kontrolinė grupė – pacientai, kuriems nebuvo diagnozuota išmeminė širdies liga; IŠL 
grupė – pacientai, kuriems buvo diagnozuota išeminė širdies liga. KP, DP, KS ir DS 
žymėjimai atitinka žmogaus širdies kairiojo prieširdžio, dešiniojo prieširdžio, kairiojo 
skilvelio ir dešiniojo skilvelio audinius. Skaitinės reikšmės (vidurkis ± SEM) išreikštos 
pg/ml; * p < 0,05 kontrolinė grupė lyginant su IŠL grupe; # p < 0,05 dešinioji širdies pusė 
lyginant su kairiąja širdies puse. 
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Be to, mes įvertinome ar tiriamų šKB kiekis priklausė nuo KS vietos, iš 
kurios buvo paimtas audinio mėginys (epikardo lyginant su endokardu). 
Nustatėme, kad abiejų, TRPM6 ir TRPM7, šKB koncentracija buvo statistiš-
kai patikimai (p < 0,05) didesnė tuose homogenatuose, kurie buvo paruošti iš 
subepikardinės širdies dalies (324,33 ± 22,22 pg/ml ir 1313,75 ± 15,81 pg/ml, 
atitinkamai; n = 3) lyginant su subendokardine dalimi (256,76 ± 19,24 pg/ml 
ir 1114,80 ± 23,96 pg/ml, atitinkamai; n = 3).  

Kaip jau minėjome, šiuo metu literatūroje nėra publikuotų duomenų apie 
histologinių pjūvių TRPM7, ir ypač TPRM6, šKB raišką susijusią su širdies 
patologiniais pakitimais. Mūsų gauti rezultatai (žr. 3.1.3 pav.) pirmą kartą 
pademonstravo [203], kad abu šKB yra aptinkami abiejuose prieširdžiuose ir 
skilveliuose, kurie buvo disektuoti iš eksplantuotų širdžių, kontrolinės grupės 
pacientų (autoįvykių aukos). Palyginimui taip pat įvertinome, kaip keičiasi 
IŠL ir PV sergančių pacientų histologinių pjūvių TRPM6 ir TRPM7 šKB 
raiška. Tyrimus atlikome naudojant pirminius antikūnus prieš TRPM6 ir prieš 
TRPM7, taikant chromogeninę (3.3.3 pav.) ir fluorescencinę (3.3.4 pav.) 
imuninę reakciją (žr. Metodika, 2.8 poskyris). Kaip pademonstruota 
3.3.3 pav., IŠL sergančių pacientų histologiniuose pjūviuose, taikant 
imunohistocheminį metodą (chromogeninė imuninė reakcija) yra matomas 
intensyviai rudas pigmentas. Tai demonstruoja, kad abu žymėti šKB, TRPM6 
ir TRPM7, yra gausiai aptinkami visų keturių žmogaus širdies dalių 
kardiomiocitų viduląstelinių organelių membranose. Kaip jau minėjome, 
literatūros šaltinių duomenimis dauguma šių kanalų yra aptinkami 
viduląstelinių vezikulių membranose [17]. Analizuojant IŠL sergančių 
pacientų širdies miokardo audinius, pastebėti tam tikri miokardo ląstelių 
morfologiniai pokyčiai: kardiomiocitų hipertrofija, jų branduolių padidėjimas 
ir intersticinė fibrozė (3.3.3 pav., apatinė eilutė).  
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3.3.3 pav. Žmogaus kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB raiška,  

kai buvo diagnozuota išeminė širdies liga 
Histologiniai vaizdai iliustruojantys IŠL sergančių pacientų širdies audinių TRPM6 (A, B) ir 
TRPM7 (C, D) šKB raišką histologiniuose pjūviuose, naudojant chromogeninę imuninę 
reakciją (žr. Metodika, 2.8 poskyris). Rudos spalvos pigmentai demonstruoja tiriamus šKB 
žmogaus širdies KP, DP, KS ir DS audinių ląstelėse (x40 didinimas). Paskutinėje eilutėje 
pateikti KS miokardo histologiniai vaizdai, demonstruojantys miokardo hipertrofiją/degene-
raciją ir fibrozę, naudojant dažymo būdą hematoksilinu ir eozinu (H ir E; kairėje) bei sirius 
raudonuoju (dešinėje) dažymo būdą, atitinkamai (x20 didinimu ir kvadratu pažymėtos srities 
vaizdus). KP – kairysis prieširdis; DP – dešinysis prieširdis; KS – kairysis skilvelis; DS – 
dešinysis skilvelis. Mastelio brūkšnys atitinka 100 µm. 
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Taip pat atlikome histologinių vaizdų vertinimą naudojant fluorescencinę 
imuninę reakciją ir kiekybiškai įvertinome TRPM6 ir TRPM7 šKB raišką. 
3.3.4 pav. pateikti pavyzdiniai imunofluorescenciniai histotopogramų vaizdai, 
iliustruojantys TRPM6 ir TRPM7 šKB raiškos pokyčius išilginiuose DP pjū-
viuose, naudojant kontrolinių ir širdies liga sergancių pacientų širdies mėgi-
nius. Iš gautų fluorescencinių histologinių vaizdų matyti, kad naudojant 
antikūnus prieš TRPM6 ir prieš TRPM7, buvo aptinkami abu TRPM6 ir 
TRPM7 šKB tiek sveikoje (3.3.4 pav. A, B), tiek IŠL pakenktoje (3.3.4 pav. 
C, D) žmogaus širdyje. Taip pat, kaip ir taikant chromogeninę imuninę 
reakciją, abu žymėti šKB yra nehomogeniškai pasiskirstę kardiomiocitų vidu-
ląstelinių organelių membranose (3.3.4 pav., žalia spalva), bet nedidė jų 
raiška aptinkama ir ląstelės plazminėje membranoje (3.3.4 pav., žr. baltos 
rodyklės). Be to, IŠL sergančių pacientų širdies audinių pjūviuose, skirtingai 
nei kontrolinės grupės pacientų pjūviuose (3.3.4 pav., C, D lyginant su A, B), 
buvo nustatyti morfologiniai pokyčiai, kaip kardiomiocitų hipertrofija, 
kardiomiocitų branduolių padidėjimas ir intersticinė fibrozė. 
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3.3.4 pav. Žmogaus dešiniojo prieširdžio kardiomiocitų  

TRPM6 ir TRPM7 šKB raiška, kai nebuvo ir buvo diagnozuota išeminė 
širdies liga  

Histologiniai vaizdai iliustruojantys skirtingų tiriamųjų pacientų grupių širdies audinių 
TRPM6 ir TRPM7 šKB raišką išilginiuose histologiniuose pjūviuose, naudojant fluo-
rescencinę imuninę reakciją (žr. Metodika, 2.8 poskyris). (A, B) Kontrolinės grupės 
pacientas (santykinai sveikas asmuo, autoįvykio auka); (C, D) IŠL grupės pacientas (kliniškai 
diagnozuota IŠL). Baltu kvadratu pažymėta sritis atitinka žemiau esančioje eilutėje didesniu 
masteliu pateiktus vaizdus. Alexa Fluor 488 (žalia spalva) naudotas TRPM6 ir TRPM7 šKB 
žymėjimui, Alexa Fluor 555 (raudona spalva) naudotas ląstelių membranų žymėjimui su 
WGA (angl. wheat germ agglutinin) ir Hoechst 33342 naudotas branduolių dažymui (mėlyna 
spalva). Rodyklės rodo TRPM6 ir TRPM7 šKB raišką plazminėje membranoje. Pastaba: 
fluorescencijos intensyvumas buvo nustatytas taikant „aklą“ tyrimo vertinimą (matuojant 
fluorescenciją nebuvo žinoma, kokiai grupei buvo priskirtas tiriamas histologinis pjūvis). 
Mastelio brūkšnys atitinka 20 μm. 
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3.3.5 pav. pateikti kiekybiniai žmogaus dešiniojo prieširdžio pjūvių kont-
rolinės ir IŠL grupės pacientų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencijos 
švytėjimo intensyvumo rezultatai, gauti iš histotologinių vaizdų. Atlikus 
imunofluorescencinio švytėjimo intensyvumo analizę, kaip ir tikėtasi, 
nustatėme didesnį TRPM7 šKB fluorescencinį švytėjimą lyginant su TRPM6. 
Taip pat mes nustatėme statistiškai patikimai didesnį imunofluorescencijos 
švytėjimo intensyvumą IŠL sergančių pacientų kardiomiocituose (1,9103 ± 
0,0421 s.v. ir 3,0121 ± 0,0909 s.v., n = 20), lyginant su kontrolinių pacientų 
kardiomiocitų fluorescencija (1,6728 ± 0,1160 s.v. ir 2,4442 ± 0,0518 s.v., 
n = 15) TRPM6 ir TRPM7, atitinkamai. 

 

 
3.3.5 pav. Žmogaus dešiniojo prieširdžio histologinių pjūvių kardiomiocitų 

TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencijos intensyvumo kiekybinės 
reikšmės, kai nebuvo ir buvo diagnozuota išeminė širdies liga 

Stulpelinėse diagramose pateikti kontrolinės ir IŠL grupės pacientų kiekybiniai imunohisto-
loginių žmogaus dešiniojo prieširdžio pjūvių kardiomiocitų žymėtų TRPM6 (neužpildyti 
stulpeliai) ir TRPM7 (užpildyti stulpeliai) šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumo 
rezultatai (žr. Metodai, 2.8 poskyris). * p < 0,05 IŠL lyginant su kontrole (n = 6–11). 
Kiekybinės reikšmės (vidurkis ± SEM) pateiktos sutartiniais vienetais (s.v.).  

Aukščiau pateikti rezultatai atskleidė, kad TRPM6 ir TRPM7 imunofluo-
rescencijos švytėjimo intensyvumas buvo didesnis IŠL sergančių pacientų 
izoliuotuose kardiomiocituose ir audiniuose. Be to, mūsų gauti molekulinių 
tyrimų duomenys rodo kanalo raiškos ir kanalo srovių [14] atitikimą, kai 
nebuvo ir buvo diagnozuota IŠL. Šie rezultatai taip pat leidžia teigti, kad tiek 
TRPM6, tiek TRPM7 yra susiję su IŠL patogeneze. 
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Kaip jau buvo minėta aukščiau, TRPM7 kanalai yra sietini su miofibro-
blastų diferencijacija ir fibroze [156]. Taip pat buvo nustatyta, kad 
fibroblastuose per TRPM7 kanalus pernešamas Ca2+ srautas, drastiškai 
padidėja PV sergančių pacientų ląstelėse [156]. Svarbu akcentuoti, kad 
mokslinėje literatūroje yra vos kelios studijos [15, 23], susijusios su TRPM7 
šKB, ir ypač su TRPM6, raiškos pokyčių vertinimais sergant PV. Vis dėlto, 
atliktose studijose apie TRPM6 [23] ir TRPM7 [15] raiškos padidėjimą, kai 
yra PV, buvo sprendžiama tik iš rezultatų, gautų tiriant DP audinių 
homogenatus. Be to, histologinių širdies pjūvių TRPM6 ir TRPM7 šKB 
raiška nebuvo pademonstruota [23, 201, 202]. Ankstesniuose tyrimuose buvo 
vertinami histologiniai pjūviai dažyti su sirius raudonuoju (ir/ar su kitais 
dažais) ir iš fibrozės pokyčių užląsteliniame matrikse buvo daroma prielaida 
apie galimą TRPM6 ar TRPM7 šKB raiškos padidėjimą, kai buvo PV (žr. 
3.3.3 pav., apatinė eilutė), bet nenustatant TRPM6 ar TRPM7 šKB raiškos. 

Todėl, tolimesnėje eksperimentų serijoje siekėme nustatyti ir įvertinti 
nuolatiniu (permanentiniu) PV sergančių pacientų dešiniojo prieširdžio histo-
loginių pjūvių kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB raišką. Iš DP pjūvių 
histotopogramų, pateiktų 3.3.6 pav., matyti, kad naudojant imunofluorescen-
cinę imuninę reakciją, tikrai buvo aptikta abiejų, TRPM6 ir TRPM7, raiška. 
TRPM7 šKB, lyginant su TRPM6, raiška buvo didesnė. Gauti rezultatai, 
panašūs kaip IŠL atveju (žr. 3.3.4 pav. C ir D), t. y. didelė abiejų šKB raiška 
viduląstelinių organelių membranose, bet maža kardiomiocito plazminėje 
membranoje (žr. baltas rodykles). 
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3.3.6 pav. Žmogaus dešiniojo prieširdžio kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 

šKB raiška, kai buvo diagnozuotas prieširdžių virpėjimas 
Histologiniai skerinių (A, B) ir išilginių (C, D) pjūvių vaizdai iliustruojantys PV sergančių 
pacientų dešiniojo prieširdžio kariomiocitų TRPM6 (A, C) ir TRPM7 (B, D) šKB raišką, 
naudojant fluorescencinę imuninę reakciją (žr. Metodika, 2.8 poskyris). Baltu kvadratu 
pažymėta sritis atitinka žemiau esančioje eilutėje didesniu masteliu pateiktus vaizdus. Alexa 
Fluor 488 (žalia spalva) naudotas TRPM6 ir TRPM7 šKB žymėjimui, Alexa Fluor 555 
(raudona spalva) naudotas ląstelių membranų žymėjimui su WGA ir Hoechst 33342 nau-
dotas branduolių dažymui (mėlyna spalva). Rodyklės rodo plazminės membranos TRPM6 ir 
TRPM7 šKB raišką. Mastelio brūkšnys atitinka 20 μm.  

Taigi, taikant imunohistocheminį metodą (tiek chromogeninę, tiek 
fluorescencinę imuninę reakciją) gauti histotopogramų vaizdai pirmą kartą 
patvirtino, kad TRPM6 ir TRPM7 šKB tikrai yra aptinkami žmogaus širdyje, 
kai yra IŠL ir PV.  
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Tolimesnėje eksperimentų serijoje, palyginimui buvo tiriami ir kiaulės šir-
dies DP audiniai (3.3.7 pav.), kaip papildoma kontrolė, galimai, be lėtinių širdies 
ligų ir senatvinių pokyčių, dėl kurių gali pasikeisti vertinamų šKB raiška. 

 

 
3.3.7 pav. Kiaulės dešiniojo prieširdžio kardiomiocitų  

TRPM6 ir TRPM7 šKB raiška  
Histologiniai vaizdai iliustruojantys kiaulės dešiniojo prieširdžio kardiomiocitų TRPM6 ir 
TRPM7 šKB raišką, naudojant imunohistocheminį dažymo būdą (žr. Metodika, 2.8 posky-
ris). (A, B) pateikti skerspjūvių vaizdai ir (C, D) pateikti išilginių pjūvių vaizdai. Baltu 
kvadratu pažymėta sritis atitinka žemiau esančioje eilutėje didesniu masteliu pateiktus 
vaizdus. Alexa Fluor 488 (žalia spalva) naudotas TRPM6 ir TRPM7 šKB žymėjimui, Alexa 
Fluor 555 (raudona spalva) naudotas ląstelių membranų žymėjimui su WGA ir Hoechst 
33342 naudotas branduolių dažymui (mėlyna spalva). Rodyklės rodo TRPM6 ir TRPM7 šKB 
raišką plazminėje membranoje. Pastaba: fluorescencijos intensyvumas buvo nustatytas taikant 
„aklą“ tyrimo vertinimą (matuojant fluorescenciją nebuvo žinoma, kokiai grupei buvo pri-
skirtas tiriamas histologinis pjūvis). Mastelio brūkšnys atitinka 20 μm. 
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Šie imunohistocheminiu metodu gauti fluorescenciniai vaizdai patvirti-
na, kad kiaulės, kaip ir žmogaus, širdyje yra aptinkamas TRPM6 šKB. 
Imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumo analizė atskleidė, kad TRPM6 
šKB raiška buvo pastebimai mažesnė lyginant su TRPM7 šKB raiška.  

3.3.8 pav. pateikti kiaulės ir žmogaus DP audinių kardiomiocitų (A) ir 
izoliuotų kardiomiocitų (B) TRPM6 (neužpildyti stulpeliai) ir TRPM7 (užpil-
dyti stulpeliai) šKB rezultatai, gauti taikant imunohistocheminį ir imunofluo-
rescencinį tyrimo metodus. Palyginamiesiems tyrimams buvo naudojami 
kontrolinių ir PV sergančių pacientų bei kiaulės (santykinai sveiko gyvūno) 
DP mėginiai. Nustatyta, kad audinių pjūvių (3.3.8 pav. A) ir izoliuotų 
(3.3.8 pav. B) kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencijos 
intensyvumas statistiškai patikimai didesnis (p < 0,05), kai buvo PV. 
Skaitinės šių tyrimų reikšmės pateiktos 3.3.3 lentelėje.  

 

 
3.3.8 pav. Žmogaus ir kiaulės kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB 

imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumas  
Stulpelinės diagramos demonstruoja kiekybinį TRPM6 ir TRPM7 šKB DP audinių histologi-
nių pjūvių (A) ir izoliuotų (B) kardiomiocitų imunofluorescencijos intensyvumą kiaulės 
(balti stulpeliai), kontrolinės grupės pacientų (pilki stulpeliai) ir PV grupės pacientų (juodi 
stulpeliai) širdies mėginiuose. Kontrolinę grupę sudarė pacientai, be širdies ritmo sutrikimų 
(SR, sinusinis ritmas). Izoliuoti kardiomiocitai žymėti taikant imunofluorescencinį metodą 
(žr. Metodika, 2.10 poskyris). Audinių pjūvių kardiomiocitai buvo žymėti taikant 
imunohistocheminį tyrimo metodą (žr. Metodika, 2.8 poskyris). * p < 0,05 PV lyginant su 
SR; # p < 0,05 SR ar PV lyginant su kiaulės kardiomiocitais. Kiekybinės reikšmės (vidurkis 
± SEM) pateiktos sutartiniais vienetais (s.v.). 
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3.3.3 lentelė. Žmogaus ir kiaulės dešiniojo prieširdžio audinių histologinių 
pjūvių ir izoliuotų kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescen-
cijos švytėjimo intensyvumo skaitinės reikšmės 

IHC Kiaulė SR  PV 
TRPM6 0,0059 ± 0,0009 

n = 9 
0,0078 ± 0,0010 

n = 14 
0,0107 ± 0,0007* 

n = 11 
TRPM7 0,0083 ± 0,0002 

n = 12 
0,0095 ± 0,0004# 

n = 18 
0,0110 ± 0,0004* 

n = 19 
IF    

TRPM6 0,0255 ± 0,0022 
n = 7 

0,0705 ± 0,0023# 
n = 6 

0,0908 ± 0,0008* 
n = 17 

TRPM7 0,1149 ± 0,0020 
n = 12 

0,1308 ± 0,0003# 
n = 4  

0,1427 ± 0,0023* 
n = 12 

IHC – imunohistochemija; IF – imunofluorescencija; SR – sinusinis ritmas; PV – prieširdžių 
virpėjimas; n – kardiomiocitų ar audinių pjūvių vaizdų skaičius; * p < 0,05 PV lyginant su SR; 
# p < 0,05 SR lyginant su kiaulės kardiomiocitais. Skaitinės reikšmės (vidurkis ± SEM) 
pateiktos sutartiniais vienetais (s.v.). 

Iš gautų rezultatų matyti, kad nepriklausomai nuo taikyto tyrimo metodo 
(audinių imunohistocheminio ar izoliuotų ląstelių imunofluorescencinio), PV 
sergančių pacientų kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB fluorescencijos 
švytėjimo intensyvumas buvo statistiškai patikimai didesnis lyginant su 
kontrolinės grupės pacientų ar kiaulės širdies ląstėmis. Tai rodo, kad TRPM6 
ir TRPM7 yra susiję su PV patogeneze.  

Svarbu paminėti, kad ŠN sergančių pacientų širdies histologinių pjūvių 
šKB fluorescencijos intensyvumo kiekybinis vertinimas yra mažiau tikslus, 
kadangi žymėto baltymo imunofluorescencija (3.3.9 pav., žalia spalva) aptin-
kama ne tik kardiomiocituose (3.3.9 pav., baltos rodyklės), bet ir įvairiose 
užląstelinėse stuktūrose (3.3.9 pav., geltonos rodyklės). Skirtinguose audinių 
pjūvių preparatuose kardiomiocitų užimamas plotas ir užląstelinio matrikso 
plotas buvo nevienodas. Gauti rezultatai rodo, kad kai yra širdies patologinis 
pakitimas įvyksta tiek kardiomiocitų, tiek užląstelinio matrikso struktūrų 
morfologiniai pokyčiai ir TRPM7 šKB raiška, o taip pat ir TRPM6 (neiliust-
ruota), yra aptinkama tiek kardiomiocituose, tiek užląstelinėse struktūrose. 
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3.3.9 pav. Morfologiniai žmogaus dešiniojo prieširdžio kardiomiocitų  

ir užląstelinio matrikso pokyčiai, kai yra širdies nepakankamumas  
Histologiniai vaizdai iliustruojantys ŠN sergančių pacientų dešiniojo prieširdžio TRPM7 
šKB raišką, naudojant imunohistocheminį metodą (fluorescencinė imuninė reakcija; Metodi-
ka, 2.8 poskyris). Baltu kvadratu pažymėta sritis atitinka žemiau esančioje eilutėje didesniu 
masteliu pateiktus vaizdus. Alexa Fluor 488 (žalia spalva) naudotas TRPM7 šKB žymėjimui, 
Alexa Fluor 555 (raudona spalva) naudotas ląstelių membranų žymėjimui su WGA ir 
Hoechst 33342 naudotas branduolių dažymui (mėlyna spalva). Pastaba: kardiomiocitų kon-
tūras buvo pažymėtas su WGA. Tačiau šis dažas taip pat žymi ir kitų ląstelių (pvz. kapiliarų) 
struktūras. Baltos rodyklės rodo kardiomiocitus, geltonos rodyklės rodo užląstelines 
struktūras. Mastelio brūkšnys atitinka 100 μm. 

Taigi, galime teigti, kad mums pavyko pirmą kartą identifikuoti širdies 
histologinių vaizdų kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB raišką ir pade-
monstruoti šių baltymų raiškos padidėjimą, atsiradusį dėl lėtinių širdies ligų. 

3.4. Mg2+-jautrios srovės poveikio širdies elektriniams veikimo 
potencialams tyrimai 

Vertinant TRPM6 ir TRPM7 kanalų funkciją, ankstesniais tyrimais 
įrodyta, kad širdyje šie kanalai yra pralaidūs Ca2+ ir Mg2+ katijonams [12]. 
Taip pat buvo iškelta prielaida, kad DV katijonai, patenkantys per šiuos 
kanalus į ląstelės vidų, membranos ramybės potencialo (RP) metu gali 
pakeisti viduląstelinę joninę koncentraciją [8]. Kita vertus, Mg2+-jautrios 
TRPM6- ir TRPM7-panašios srovės poveikis kardiomiocitų elektriniam ak-
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tyvumui nėra išaiškinta. Tikėtina, kad vienvalenčių jonų tekėjimas iš ląstelės 
per TRPM6- ir TRPM7-panašius kanalus nulemia VP teigiamų membranos 
potencialų srityje. Iki šiol, dar nėra tirta Mg2+-jautrios TRPM6- ir 
TRPM7-panašios srovės poveikis kardiomiocitų VP, kurie yra svarbūs širdies 
sujaudinimo-susitraukimo procese. Todėl nėra aišku, kokį poveikį širdies VP 
formavimui gali turėti šios srovės pokyčiai. Tokiems tyrimams atlikti, 
tikslingai buvo pasirinkti kiaulės širdies kardiomiocitai dėl mažesnio K+ 
srovių poveikio VP repoliarizacijai, kadangi juose nėra trumpalaikės 
išeinančios K+ jonų srovės (angl. transient outward current) [208, 209], kuri 
inicijuoja ankstyvąją VP repoliarizacijos fazę. 

Šiame tyrimų etape, norėdami nustatyti TRPM6- ir TRPM7-panašios sro-
vės poveikį kardiomiocitų elektriniam aktyvumui, registravome bendrą srovę 
(angl. total) naudodami visos ląstelės fiksuotos įtampos (angl. whole-cell 
voltage-clamp) metodą, o RP ir VP registravimui naudojome fiksuotos srovės 
(angl. current-clamp) metodą. Mg2+-jautri srovė buvo registruojama taikant 
simetrinį pjūklinį protokolą (žr. Metodai, 2.11 poskyris). Eksperimentai buvo 
atlikti naudojant viduląstelinius ir išorinės perfuzijos tirpalus su K+ jonais, 
36 °C temperatūroje. Mūsų atliktuose eksperimentuose, ląstelės buvo perfu-
zuojamos tiek su fiziologine Mg2+ koncentracija ([Mg2+]iš = 0,9 mM), tiek su 
didele, t. y. aštuonis kartus padidinta Mg2+ koncentracija ([Mg2+]iš = 
7,2 mM), kuri, kaip buvo anksčiau nustatyta [12], sukelia visišką bet kurios 
aktyvuotos Mg2+-jautrios srovės blokavimą. Ląstelių dializei buvo naudojami 
vidinės perfuzijos tirpalai, kurie blokuoja ([Mg2+]v = 0,8 mM) arba aktyvuoja 
([Mg2+]v ≈ 0 mM) Mg2+-jautrią srovę (3.4.1 pav., A ir D, atitinkamai). 
[Mg2+]v-blokuojamos srovės kreivė (3.4.1 pav., B ir E) buvo paskaičiuota, 
kaip skirtumas tarp srovės-įtampos priklausomybės kreivių, užregistruotų 
prie 0,9 mM [Mg2+]iš ir 7,2 mM [Mg2+]iš. 

Tuo atveju, kai ląstelių dializei buvo naudojamas vidinės perfuzijos tirpa-
las su fiziologine Mg2+ koncentracija ([Mg2+]v = 0,8 mM), kaip parodyta 
3.4.1 pav. (A), tai Mg2+-jautrūs kanalai nebuvo aktyvuojami, nes viduląste-
linis Mg2+ slopino šių kanalų aktyvumą. Užregistruota srovės-įtampos pri-
klausomybės kreivė rodo didelę į ląstelę tekančią srovę, kuri atitinka 
vidinio-išlyginimo (angl. inward-rectifier) K+ srovę (IK1) neigiamų membran-
os potencialų srityje (–75 mV). Tačiau teigiamų membranos potencialų 
srityje ši srovės-įtampos priklausomybės kreivės forma buvo plokščia (angl. 
flat) ir tai rodo, kad iš ląstelės tekanti srovė yra itin mažos amplitudės. Mūsų 
eksperimentuose [Mg2+]iš padidinimas iki 7,2 mM nepakeitė srovės-įtampos 
priklausomybės kreivės formos. Tai rodo, kad fiziologinėmis salygomis 
padidinta [Mg2+]iš neturėjo poveikio nei IK1 srovei, nei Mg2+-jautriai srovei 
(3.4.1 pav. B). 
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3.4.1 pav. Mg2+-jautrios srovės poveikis širdies veikimo potencialams  

Charakteringi pavyzdžiai srovių, užregistruotų naudojant pjūklinį protokoką (žr. Metodika, 
2.11 poskyris), ląstelėse dializiuotose su 0,8 mM [Mg2+]v (A) arba su ≈ 0 mM [Mg2+]v (D) ir 
išoriškai perfuzuotose fiziologiniais tirpalais, kuriuose buvo 0,9 mM [Mg2+]iš arba 7,2 mM 
[Mg2+]iš. [Mg2+]iš-jautrios srovės (B, E), paskaičiuotos kaip srovių skirtumai tarp 0,9 mM 
[Mg2+]iš ir 7,2 mM [Mg2+]iš iš duomenų pateiktų A ir D dalyse. VP (C, F) užregistruoti tose 
pačiose ląstelėse, kaip ir A, D.  

Tačiau, kai ląstelių dializei buvo naudojami vidinės perfuzijos tirpalai be 
Mg2+ ([Mg2+]v ≈ 0 mM), kaip parodyta 3.4.1 pav. (D), buvo sukeliamas 
laipsniškas Mg2+-jautrių kanalų aktyvavimas [12]. Pastaroji sąlyga, kaip 
žinoma, dėl Mg2+ „išsiplovimo“ (sumažėja [Mg2+]v) ląstelės dializės metu, 
pašalina viduląstelinio Mg2+ sukeltą kanalo inhibiciją. Šiuo atveju 
srovės-įtampos priklausomybės kreivė, taip pat kaip dializuojant ląstelę su 
[Mg2+]iš, rodo, kad yra IK1 srovė neigiamų potencialų srityje. Tačiau, kaip 
parodyta 3.4.1 pav (D), dializuojant ląstelę su vidiniu tirpalu be Mg2+, prie 
teigiamų membranos potencialų laipsniškai išsivystė didelė išorinio-išlygi-
nimo srovė (angl. outward-rectifying current). Ši į išorę išlygintos srovės 
komponentė teigiamų potencialų srityje buvo blokuojama esant padidintai 
[Mg2+]iš (7,2 mM) ir tai, galimai, patvirtina Mg2+-jautrios srovės dalyvavimą 
tame procese. Iš 3.4.1 pav. (E) matyti, kad Mg2+-jautrios srovės kreivė, 
paskaičiuota, kaip srovės-įtampos priklausomybės kreivių skirtumas (užre-
gistruotų perfuzuojant su 0,9 mM ir 7,2 mM [Mg2+]iš), turi į išorę išlygintos 
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srovės savybes, kuriomis pasižymi ir TRPM6 bei TRPM7 srovės (3.4.1 pav., 
E). 

Užregistravus visos ląstelės sroves fiksuotos-įtampos metodu, toliau toje 
pačioje ląstelėje buvo registruojami VP (3.4.1 pav., C ir F) fiksuotos srovės 
metodu. Tuo tikslu, stiprintuvas buvo perjungiamas iš „voltage-clamp“ 
registravimo būsenos į „current-clamp“ registravimo būseną. Nustatyta, kad 
abiejose ląstelių grupėse (dializuotose su 0,8 mM [Mg2+]v ar su ≈ 0 mM 
[Mg2+]v) nebuvo gautas statistiškai patikimas RP reikšmių skirtumas, kuris 
taip pat nepakito padidinus [Mg2+]iš nuo 0,9 mM iki 7,2 mM (žr. 
3.4.1 lentelė). 

3.4.1 lentelė. RP ir VPT skaitinės reikšmės nustatytos kiaulės širdies skilvelio 
ląstelėse, dializuotose su 0,8 mM [Mg2+]v ir ≈ 0 mM [Mg2+]v, kai perfuzuo-
jama su fiziologiniu Tyrode tirpalu (0,9 mM [Mg2+]iš) ar su padidintu iki 
7,2 mM [Mg2+]iš  
 0,8 mM [Mg2+]v (n = 9) ≈ 0 mM [Mg2+]v (n = 10) 

0,9 mM [Mg2+]iš 7,2 mM [Mg2+]iš 0,9 mM [Mg2+]iš 7,2 mM [Mg2+]iš 
RP (mV) –79,9 ± 2,6 –81,0 ± 2,1 –78,4 ± 2,8 –77,4 ± 3,7 
VPT30 (ms) 145,5 ± 14,5 136,5 ± 15,1 100,4 ± 14,8 143,6 ± 19,9* 
VPT50 (ms) 216,6 ± 19,6 196,6 ± 21,0 145,6 ± 16,1 189,8 ± 22,4* 
VPT90 (ms) 238,0 ± 48,0 231,0 ± 46,0 178,9 ± 14,2 225,2 ± 21,3* 

RP – ramybės potencialas; VPT – veikimo potencialo trukmė. VPT matuota esant 30 proc., 
50 proc. ir 90 proc. repoliarizacijai (atitinkamai, VPT30, VPT50 ir VPT90). Pastaba: ženklus 
VPT pailgėjimas ląstelėse dializuotose su ≈ 0 mM [Mg2+]v, kai išoriškai perfuzuojama su 
padidinta [Mg2+]iš. Stimuliacijos dažnis: 1 Hz. * p < 0,05 (n = 9–10). 

Visumoje, perfuzuojant kardiomiocitus su fiziologiniu Tyrode tirpalu, 
kuriame buvo 0,9 mM [Mg2+]iš, kaip parodyta 3.4.1 pav. (C ir F), registruo-
jami VP buvo trumpesni tose ląstelėse, kurios buvo dializuojamos su vidiniu 
tirpalu be Mg2+ (3.4.1 pav. F lyginant su 3.4.1 pav. C, juodos kreivės). Tačiau, 
[Mg2+]iš padidinimas iki 7,2 mM turėjo skirtingą poveikį VPT: ląstelėse 
dializuojamose be Mg2+ sukėlė ženklų VPT padidėjimą (3.4.1 pav. F, mėlyna 
kreivė), tuo tarpu ląstelėse dializuojamose su Mg2+ užregistruotų VP trukmė 
beveik nepasikeitė (3.4.1 pav. C, mėlyna kreivė).  

3.4.2 pav. pateikti kiekybiniai VPT duomenys, gauti taikant skirtingas 
eksperimentines sąlygas, kai kardiomiocitai buvo dializuojami su 0,8 mM 
[Mg2+]v (3.4.2 pav. A) arba su 0 mM [Mg2+]v (3.4.2 pav. B). Ląstelėse diali-
zuojamose su fiziologine [Mg2+]v, nebuvo nustatytas statistiškai patikimas 
VPT skirtumas tarp kardiomiocitų išoriškai perfuzuotų su 7,2 mM [Mg2+]iš 
lyginant su 0,9 mM [Mg2+]iš (p > 0,05; n = 9; žr. 3.4.1 lentelė). Priešingai, 
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ląstelėse dializuojamose su vidiniu tirpalu be Mg2+, [Mg2+]iš padidinimas iki 
7,2 mM sukėlė žymų VPT padidėjimą (p < 0,05; n = 10; žr. 3.4.1 lentelę).  

 

 
3.4.2 pav. Kiekybinis Mg2+-jautrios srovės poveikio VP trukmei įvertinimas 

Ląstelės dializuotos atitinkamai su 0,8 mM [Mg2+]v (A) arba 0 mM [Mg2+]v (B) ir išoriškai 
perfuzuotos su 0,9 mM [Mg2+]iš (juodi stulpeliai) ir 7,2 mM [Mg2+]iš (mėlyni stulpeliai). VPT 
matuotas esant 30 proc., 50 proc. ir 90 proc. repoliarizacijai (atitinkamai, VPT30, VPT50 ir 
VPT90). Pastaba: statistiškai patikimas VPT padidėjimas buvo nustatytas ląstelėse 
dializuotose su 0 mM [Mg2+]v, kai išoriškai perfuzuojama su padidinta [Mg2+]iš. Stimuliacijos 
dažnis: 1 Hz. * p < 0,05 (n = 9–10). 

Kadangi, dializuojant kardiomiocitus su 0,8 mM [Mg2+]v ir išoriškai 
perfuzuojant su padidinta (7,2 mM) [Mg2+]iš beveik nebuvo pastebimų VPT 
pokyčių, buvo padaryta prielaida, kad, galimai, vyksta du priešingi bet vienas 
kitą atsveriantys 7,2 mM [Mg2+]iš poveikiai, lėtai L-tipo Ca2+ (ICaL) ir IK 
srovėms, atspindintys ICaL ir IK slopinančių poveikių pusiausvyrą repolia-
rizacijai [210].  

Apibendrinant, mūsų tyrimai atskleidė, kad Mg2+-jautri srovė, kuri yra 
aktyvuojama dializuojant ląstelę su 0 mM [Mg2+]v ir blokuojama su 7,2 mM 
[Mg2+]iš, turi poveikį veikimo potencialams. Todėl tikėtina, kad tokiomis ap-
linkybėmis Mg2+-jautri srovė gali nulemti VPT pokyčius, jei [Mg2+]v jautru-
mą sumažina reguliaciniai veiksniai (šio tyrimo metu netirti). Iš kitos pusės, 
esant fiziologinei viduląstelio Mg2+ koncentracijai (0,8 mM), Mg2+-jautri 
srovė, tekanti per TRPM6- ir TRPM7-panašius kanalus, galimai, neturi 
poveikio širdies VPT, kadangi Mg2+-jautri srovė yra blokuojama su [Mg2+]v.  

Be to, šiame tyrime parodėme, kad TRPM6 ir TRPM7 kanalų aktyvumas 
yra moduliuojamas priklausomai nuo DV katijonų koncentracijos ekstraląste-
liniuose tirpaluose. Taigi, Mg2+-jautrios srovės poveikis veikimo 
potencialams gali skirtis priklausomai nuo ekstraląstelinės DV katijonų 
homeostazės.  
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4. REZULTATŲ APTARIMAS 

4.1. Širdies TRPM6 ir TRPM7 kanalų  
baltymų raiškos vertinimas 

Atliktais tyrimais galime patvirtinti, kad TRPM6 ir TRPM7 šKB raiška 
yra aptinkama žmogaus širdies visų keturių dalių, abiejų prieširdžių ir skil-
velių ląstelėse. Iki šiol literatūroje buvo galima rasti tvirtų įrodymų tik apie 
širdies audinių, įskaitant prieširdžių ir skilvelių kardiomiocitų, laidžiosios 
širdies sistemos ląstelių ir fibroblastų TRPM7 šKB raišką [2]. TRPM7 taip 
pat buvo aptikti vainikinių kraujagyslių ir periferinės kraujagyslių sistemos 
endotelio ląstelėse, bei lygiųjų raumenų ląstelėse [211]. Tačiau nuomonė dėl 
širdies TRPM6 baltymo raiškos yra ginčytina. Mokslinės literatūros duome-
nimis, šiuo metu nustatyta tik inkstų, placentos ir žarnyno epitelio ląstelių 
TRPM6 šKB raiška [6, 65]. Be to, nėra jokių žinių apie galimą visų keturių 
žmogaus širdies dalių (prieširdžių ir skilvelių) TRPM6 ir TRPM7 šKB raišką. 
Dėl to, norėdami nustatyti ir patvirtinti šių žmogaus ir kiaulės širdies kanalų 
baltymų raišką, naudojome daug skirtingų metodų bei eksperimentinių sąlygų 
jų kokybiniam ir kiekybiniam įvertinimui. Pirmiausia, naudojant RT-PGR 
metodą, identifikavome žmogaus širdies prieširdžių ir skilvelių Trpm6 ir 
Trpm7 mRNR raišką. Be to, taikant ELISA metodą, patvirtinome TRPM6 ir 
TRPM7 šKB raišką žmogaus širdies audinių homogenatuose. Taikant 
imunofluorescencijos metodą taip pat aptikome abiejų TRPM6 ir TRPM7 šKB 
raišką visuose kardiomiocituose iš bet kurios žmogaus ar kiaulės širdies 
dalies. Gautų imunofluorescencinių rezultatų pagrindu buvo atlikti kardio-
miocitų imunohistocheminai tyrimai. Histotopogramų duomenys taip pat 
patvirtino skirtingų žmogaus ir kiaulės širdies dalių kardiomiocitų TRPM6 ir 
TRPM7 šKB raišką.  

Informacija apie žmogaus širdies TRPM6 šKB raišką tebėra labai negau-
si ir grindžiama tik genetinių tyrimų duomenimis gautais iš DP audinių [23]. 
Be to, informacija apie žmogaus DP audinių Trpm6 mRNR raišką literatūros 
šaltiniuose buvo prieštaringa. Dviejuose tyrimuose nebuvo aptikta Trpm6 
mRNR raiška [15, 21], o viename tyrime Trpm6 mRNR buvo aptikta ir nusta-
tyta, kad raiška didesnė PV sergančių pacientų DP homogenatuose [23]. 
Literatūroje taip pat nėra genetinių tyrimų duomenų, parodančių skilvelių 
Trpm6 raišką. Trpm6 raiška nebuvo aptikta ŠN sergančių pacientų KS ir DS 
homogenatuose [212] ir naudojant skirtingų linijinių pelių širdies mėginius 
[22].  

Svarbu paminėti, kad iki šiol nėra jokių publikuotų duomenų apie kiaulės 
kardiomiocitų TRPM7 ir ypač TRPM6 šKB raišką. Nors šio ekspeirmentinio 
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gyvūno širdies-kraujagyslių sistema [204] ir genetinė sudėtis [205] yra artima 
žmogaus genomui, tačiau TRPM6 ir TRPM7 šKB raiška nebuvo nustatyta, 
galimai, dėl to, kad nėra specifinių antikūnų, skirtų šKB identifikacijai kiaulės 
širdies ląstelėse ir/ar audiniuose (žr. Tyrimo trūkumai). Kita vertus, literatūros 
duomenimis, TRPM6 raiška aptikta tik pelės embriono širdyje [213], taikant 
PGR ir in situ hibridizacijos metodus. Tiek TRPM6, tiek TRPM7 yra itin 
svarbūs organogenezėje. Dėl to, nėštumo metu pakitę hormonų sąlygojami 
procesai gali nulemti vaisiaus magnio homeostazę ir širdies TRPM kanalų, 
ypač TRPM6, raišką [213]. Todėl, mokslinėje literatūroje vyrauja nuomonė, 
kad pilnai išsivysčiusioje širdyje TRPM6 kanalų iš viso nėra ir/arba jie yra 
neaktyvūs (angl. silencing). Tačiau, neatmetama prielaida, kad jie gali 
reaktyvuotis širdies ligų ar senėjimo metu. 

Šiame tyrime mes taip pat atlikome TRPM6 ir TRPM7 šKB raiškos 
vertinimus tarp prieširdžių ir skilvelių ląstelių bei širdies kairiosios ir deši-
niosios pusių. Nustatėme, kad prieširdžių ir skilvelių ląstelių TRPM6 ir 
TRPM7 šKB raiška nesiskyrė, tačiau ji buvo didesnė dešiniojoje širdies 
pusėje lyginant su kairiąja. Tyrime, kurį atliko Morine su kolegomis [212] 
nepavyko aptikti ŠN sergančių pacientų KS ir DS audinių Trpm6 ir Trpm7 
mRNR raiškos. Vis dėlto, pelėse, kurioms dirbtinai sukelta aortos koarktacija, 
jiems pavyko pademonstruoti biventrikulinę abiejų kanalų mRNR raišką 
[212]. Naujausias tyrimas atliktas su linijinėmis pelėmis atskleidė skirtingą 
keturių pelės širdies dalių genų raišką. Buvo nustatyta, kad Trpm4 ir Trpm7 
genų raiška ypač didelė prieširdžiuose, tačiau Trpm6 genas nebuvo aptiktas 
[214]. Svarbu pažymėti, kad genų aptikimas galimai yra mažiau specifiškas 
nei kiti molekuliniai metodai (pvz., ląstelių imuninis žymėjimas), kurie yra 
skirti izoliuotų kardiomiocitų raiškos nustatymui, dėl didesnio kitų ląstelių 
(ne kardiomiocitų) priemaišų (kraujagyslių lygiųjų raumenų ir endotelio 
ląstelių, fibroblastų ir kt.). Taip pat yra duomenų, kad prieširdžių fibroblastų 
TRPM kanalų raiška yra didesnė lyginant su skilvelių raiška [215]. 

Vis dėlto, mes neturime paaiškinimo, kodėl kinta skirtingų širdies dalių 
TRPM6 ir TRPM7 šKB raiškos lygis. Kadangi šie kanalai yra jautrūs tempi-
mui, viena iš priežasčių galėtų būti, kad skirtinga šKB raiška širdies dalyse 
yra susijusi su skirtingu mechaniniu poveikiu, patiriamu širdies darbo metu. 
Šiame tyrime parodėme, kad skilvelių ląstelės, patiriančios didesnį krūvį, 
pasižymi šiek tiek didesne TRPM6 ir TRPM7 šKB raiška, nors skirtumas 
lyginant su prieširdžių ląstelėmis nėra statistiškai patikimas. Remiantis šia 
prielaida, dešinioji širdies pusė patiria mažiau krūvio, dėl to TRPM6 ir 
TRPM7 šKB raiška šioje širdies pusėje turėtų būti mažesnė. Tačiau mūsų 
tyrimų duomenys rodo, kad būtent dešiniojoje širdies pusėje nustatyta 
didesnė TRPM6 ir TRPM7 šKB raiška. Jei širdies darbo metu patiriamas 
krūvis yra pagrindinis veiksnys, lemiantis TRPM6 ir TRPM7 šKB raiškos 
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kiekybius pokyčius, tai raiškos intensyvumas širdies dalyse turėtų 
pasiskirstyti tokia tvarka: KS, DS, KP ir DP. 

Mokslinėje literatūroje yra duomenų, kad TRPM6 ir TRPM7 kanalai gali 
būti sudaryti iš homomerų, bet taip pat gali heteromerizuotis, sudarydami 
TRPM6/7 kompleksus [65, 216, 217]. Homo- ir heteromeriniai kanalai tarpu-
savyje skiriasi tiek jonų pralaidumu, tiek ir skirtingu jautrumu TRP kanalų 
moduliatoriams [217, 218]. Ilgą laiką buvo manoma, kad TRPM6 kanalai 
funkciškai aktyviais tampa tik komplekse su TRPM7 [65, 216]. Tačiau mūsų 
tyrime nustatyta skirtinga TRPM6 ir TRPM7 šKB raiška ir tai, kad šių 
baltymų imunofluorescencinis signalas gali būti reguliuojamas priešingomis 
kryptimis (vieno sumažėjimas, o kito padidėjimas; žr. žemiau), atskleidžia, 
kad šie kardiomiocitų kanalai gali sudaryti ne tik heteromerus, bet ir 
homomerus. Be to, galimybė būti reguliuojamiems priešinga ir/ar ta pačia 
kryptimi taip pat yra įrodymas, kad mūsų tyrimuose naudoti antikūnai yra 
tinkami šių dviejų skirtingų šKB aptikimui. 

Apibendrinant galime teigti, kad žmogaus ir kiaulės kardiomiocitų 
TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencinis švytėjimas buvo aptiktas nau-
dojant antikūnus prieš TRPM6 arba prieš TRPM7. Tačiau, mes neaptikome 
žymėtų TRPM6 ir TRPM7 baltymų imunofluorescencijos signalo inkubuo-
jant kardiomiocitus be pirminio antikūno arba naudojant bluokuojančius 
peptidus, kas leido įvertinti atitinkamai antrinio ir pirminio antikūno specifiš-
kumą. Taigi, mūsų gauti duomenys pirmą kartą patvirtino, kad kardiomioci-
tuose tikrai yra TRPM6 kanalo baltymas. Mes taip pat pirmą kartą nustatėme 
žmogaus ir kiaulės širdies visų keturių dalių kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 
šKB raišką.  

4.2. TRPM6 ir TRPM7 kanalų baltymų raišką  
moduliuojančių veiksnių vertinimas  

Gauti rezultatai atskleidė, kad įvairūs ekstraląsteliniai veiksniai (terpės 
joninė sudėtis, acidozė ir TRP kanalų blokatoriai), sukelia nepriklausomą 
žymėtų TRPM6 ar TRPM7 baltymų imunofluorescencijos signalo kitimą. Be 
to, mūsų tyrimų duomenys rodo atitikimą su elektrofiziologinių tyrimų 
duomenimis. Nustatyta, kad elektrofiziologinių tyrimų metu visi aukščiau 
paminėti veiksniai moduliavo sroves, tekančias per TRPM6 ir TRPM7 kana-
lus tiek kardiomiocituose [12–15, 219], tiek kitose širdies ląstelėse [11, 78, 
110, 156]. 

Mūsų tyrime nustatytas joninės terpės sudėties poveikis kardiomioci-
tams, inkubuotiems su DV katijonais (padidėjęs TRPM6 ir TRPM7 imuno-
fluorescencijos švytėjimas ląstelėse, kaip parodyta 3.2.1 pav.), yra priešingas, 
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nei anksčiau atliktuose tyrimuose, naudojant kitokio tipo ląsteles. 
Inkubuojant chondrocitus terpėje, kurioje yra maža DV katijonų koncent-
racija, buvo nustatyta padidėjusi Trpm7 geno raiška [220]. Taip pat panašio-
mis eksperimentinėmis sąlygomis, į osteoblastus panašiose ląstelėse, inku-
buotose terpėje, turinčioje mažai Ca2+ ir Mg2+ katijonų, buvo nustatytas 
TRPM7, bet ne TRPM6, šKB raiškos padidėjimas [221], o krūties vėžio 
epitelinių ląstelių inkubacija terpėje be Mg2+ sukėlė TRPM6 šKB raiškos 
padidėjimą [124]. Atsižvelgiant į TRPM6 ir TRPM7 kanalų vaidmenį, 
atliekant Ca2+ ir Mg2+ katijonų pernašos funkciją į ląsteles, šie pokyčiai gali 
būti interpretuojami kaip prisitaikantys procesai, skirti kompensuoti DV 
katijonų trūkumą arba sumažėjusį jų patekimą į ląsteles. Vis dėlto, lieka 
neaišku, kodėl mūsų tyrime TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencijos 
intensyvumas sumažėjo, o nepadidėjo, inkubuojant kardiomiocitus terpėje be 
DV katijonų. Tačiau, kiti pokyčiai, kuriuos sukelia DV katijonų pašalinimas 
(pvz., viduląstelinis Na+ pokytis, kuris didėja, kai nėra DV katijonų išoriniuo-
se tirpaluose [222]) arba signalinių kelių, susijusių su šių kanalų veikimu, 
pokyčiai) gali nulemti minėtus prisitaikymo procesus. 

Nors mūsų atliktame tyrime nebuvo tirtas mažos ir padidintos Mg2+ 
koncentracijos poveikis kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB raiškai, kitų 
mokslinių tyrimų duomenimis, maža ekstraląstelinio Mg2+ koncentracija 
keičia kraujagyslių lygiųjų raumenų ir endotelio ląstelių TRPM7 raišką. Pa-
vyzdžiui, parodyta, kad žmogaus bambos venos endotelio ląstelių (HUVEC, 
angl. human umbicial vein endothelial cells) TRPM7 (bet ne TRPM6) raiška 
buvo padidėjusi [223]. Tyrėjai interpretavo, kad minėti pokyčiai, kaip paaiškinta 
aukščiau, atsirado dėl prisitaikomumo. Tačiau, tiriant žmogaus mikrovasku-
linės sistemos endotelio ląsteles (HMVEC, angl. human microvascular endo-
thelial cells), buvo gauti priešingi rezultatai (sumažėjusi TRPM7 raiška) 
[224]. Šiuo metu, minėtiems skirtumams paaiškinimo nėra, išskyrus skirtingą 
oksidacinio streso, kurį padidina maža [Mg2+]iš HUVEC, bet ne HMVEC 
ląstelėse, poveikį [223]. Kalbant apie kardiomiocitus, reikia pažymėti, kad 
skirtingai nuo endotelio ląstelių, jie aktyviai nesidaugina. Taigi, viduląsteli-
niai jonų homeostazės pokyčiai vykstantys kardiomiocituose, galimai, prisi-
deda palaikant kitokius procesus, lyginant su endotelio ląstelėmis, kur 
proliferacijos procesas vyksta ypač aktyviai.  

Mūsų tyrime naudotos farmakologinės medžiagos (2-APB ir CAR), žino-
mos kaip TRP kanalų aktyvumo moduliatoriai, sukėlė priešingą poveikį 
imunodetektuotų TRPM6 ir TRPM7 šKB fluorescencijos švytėjimo intensy-
vumui. Mes sąmoningai naudojome 500 μM 2-APB koncentraciją, nes litera-
tūros duomenimis, būtent tokia koncentracija skirtingai veikia TRPM6 ir 
TRPM7 kanalų aktyvumą: reikšmingai didina srovių, tekančių per TRPM6 
kanalus, tankį [11], bet mažina srovių, tekančių per TRPM7 kanalus, tankį 
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[164]. Mūsų duomenys apie 2-APB poveikį detektuotų TRPM6 ir TRPM7 
šKB imunofluorescencijos švytėjimo intensyvumui, atitinka elektrofiziolo-
ginių tyrimų duomenis apie priešingą poveikį šiems kanalams. Įdomu tai, kad 
CAR, kaip ir 2-APB, taip pat kiekybiškai panašiai sumažino imunodetektuoto 
TRPM7 šKB, bet akivaizdžiai padidino TRPM6 šKB imunofluorescencijos 
švytėjimo intensyvumą. Tačiau, kadangi nėra duomenų, patvirtinančių CAR 
poveikį TRPM6-panašioms srovėms, tekančioms per TRPM6 kanalus, 
neaišku ar taip pat egzistuoja atitiktis su elektrofiziologiniais duomenimis, 
kaip buvo nustatyta su 2-APB. 

Atliktas tyrimas taip pat parodė, kad ląstelių inkubacinės terpės rūgšti-
nimas iki pH 5 irgi sukėlė žymėtų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluores-
cencijos švytėjimo intensyvumo pokyčius. Mūsų nustatyti TRPM7 šKB imu-
nofluorescencijos švytėjimo intensyvumo pokyčiai, atsirandantys dėl ekstra-
ląstelinės terpės rūgštėjimo, yra tos pačios krypties, kaip ir TRPM7-panašios 
srovės [14]. Elektrofiziologiniais tyrimais nustatyta, kad ekstraląstelinės terpės 
rūgštėjimas didina žmogaus DP kardiomiocitų TRPM7-panašias sroves, kai 
išorinės perfuzijos fiziologiniuose tirpaluose yra DV katijonai [14, 15], bet 
mažina srovės amplitudę tirpaluose be DV katijonų [12, 14]. Tačiau, šiuo 
metu nėra jokių elektrofiziologinių tyrimų duomenų apie ekstraląstelinės 
acidozės poveikį srovėms tekančioms per TRPM6 kanalus, kai išorinės 
perfuzijos tirpaluose nėra DV katijonų, todėl tokia atitiktis taip pat nebuvo 
nustatyta.  

Apibendrinant galime teigti, kad įvairūs ekstraląsteliniai veiksniai, kaip 
DV katijonų homeostazės pokyčiai, acidozė ir TRP kanalų blokatoriai (2-APB ir 
CAR), sukelia nepriklausomą žymėto TRPM6 ar TRPM7 baltymo imuno-
fluorescencijos signalo moduliaciją arba ta pačia, ar priešinga kryptimi (vieną 
sumažina, o kitą padidinina). Tai leidžia mums teigti, kad šie kardiomiocitų 
kanalai tarpusavyje nesusiję ir gali funkcionuoti nepriklausomai.  

4.3. TRPM6 ir TRPM7 kanalų baltymų raiškos pokyčių,  
kai buvo patologinis širdies pakitimas, vertinimas 

Gauti rezultatai atskleidžia tyrimų duomenų atitikimą tarp šKB raiškos ir 
srovių pokyčių kai yra lėtinė širdies liga (IŠL ir/ar PV). Pagal mūsų laborato-
rijoje anksčiau atliktų elektrofiziologinių tyrimų su žmogaus DP kardiomio-
citais duomenis, lėtinės IŠL ir PV atveju buvo stebimas TRPM7-panašios 
srovės tankio padidėjimas [14], kaip ir imunodetektuotų TRPM6 ir TRPM7 
šKB raiška (žr. 3.3.1 pav.). Mažai tikėtina, kad tiriamų šKB raiškos pokyčių 
skirtumas, nustatytas tarp kontrolinės (pacientai be IŠL) ir IŠL grupės 
pacientų, būtų paaiškintas nedideliu amžiaus skirtumu tarp abiejų tiriamųjų 
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grupių. Tuo labiau, kad vertinant TRPM6 ir TRPM7 šKB raišką, gautą taikant 
imunofluorescencijos ir ELISA metodus (žr. 3.3.2 lentelę), tarp amžiaus 
grupių (50–65 metų pacientai ir vyresni nei 65 metų pacientai) reikšmingas 
skirtumas nenustatytas, kai buvo tirtos tos pačios patologinės sąlygos (be IŠL, 
ar su IŠL). Nustatytas didesnis TRPM6 ir TRPM7 šKB raiškos lygis, sergant 
lėtine IŠL, išliko kiekvienoje amžiaus grupėje. Tačiau, dėl mažų amžiaus grupių 
imčių būtini papildomi tyrimai, siekiant patvirtinti, kad amžius neturi 
poveikio mūsų tyrime nustatytai šKB raiškai. 

Kitas širdies patologinis pakitimas, lemiantis TRPM7 šKB raišką, yra 
PV. Nustatyta, kad Trpm7 mRNR ir/arba šKB kiekis yra padidėjęs PV 
sergančių pacientų DP mėginių homogenatuose [15, 155] ir gyvūnų modelyje 
su ŠN [201]. Mes taip pat įvertinome lėtiniu PV sergančių pacientų ir kiaulės 
DP kardiomiocitų žymėtų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluorescencijos 
švytėjimo intensyvumą imunohistocheminiuose preparatuose. Įdomu tai, kad 
abiem atvejais buvo aptiktas padidėjęs imunofluorescencijos švytėjimo 
intensyvumas lyginant su kontroline pacientų grupe (be PV). Be to, yra 
atitiktis tarp imunofluorescencinio intensyvumo padidėjimo ir TRPM7-panašios 
srovės pokyčių, užregistruotų elektrofiziologinių tyrimų metodais [14, 15, 
156]. Tačiau, kalbant apie KS Trpm7 raišką, literatūroje nėra vieningos 
nuomonės, nes kelios mokslininkų grupės gavo skirtingus rezultatus: Trpm7 
mRNR raiška buvo padidėjusi [202], sumažėjusi [24] ir visiškai neaptikta 
[212].  

Vis dėlto, kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 kanalų vaidmuo širdies 
patogenezei lieka neaiškus. Širdies fibroblastų TRPM7 kanalų aktyvumas yra 
sietinas su uždegimu, fibroze ir PV [156], o baltymo struktūroje esantis fer-
mentiškai aktyvus kinazės segmentas gali atlikti arba apsauginę [10], arba 
destruktyvią funkciją [156]. Padidėjusi TRPM7 raiška širdyje taip pat siejama 
su didesne rizika išsivystyti skilvelinei aritmijai [202]. Remiantis kitų tyrėjų 
tyrimais, atliktais naudojant neuronus, kuriuose TRPM7 kanalai atlieka 
tarpininko vaidmenį tarp Ca2+ antplūdžio ir ląstelių žūties išemijos metu 
[100], galima teigti, kad panašus mechanizmas gali veikti ir kardiomio-
cituose, tokiu būdu prisidedant prie ląstelių žūties dėl miokardo išemijos 
ir/arba reperfuzijos. Ūminės išemijos poveikis kardiomiocitų TRPM7 ir 
TRPM6 šKB lieka nežinomas [201]. Tačiau lėtinės išemijos atveju, mūsų 
gauti tyrimų duomenys pirmą kartą pademonstravo padidėjusią IŠL sergančių 
pacientų kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 šKB raišką [203]. Vėlgi, buvo 
pastebėtas gautų molekulinių ir elektrofiziologinių duomenų atitikimas. 
Atlikto tyrimo metu buvo nustatyta padidėjusi šKB raiška ir šie rezultatai dera 
su mūsų laboratorijoje anksčiau atliktų elektrofiziologinių tyrimų duomeni-
mis apie padidėjusį IŠL sergančių pacientų kardiomiocitų TRPM7-panašios 
srovės tankį [14]. Kalbant apie reperfuziją, buvo nustatyta, kad ROS slopina 
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kardiomiocitų TRPM7 šKB raišką [225]. Priešingai, kita mokslinė grupė 
nustatė padidėjusią TRPM7 šKB raišką ilgalaikio oksidacinio streso 
sąlygomis [226].  

Taigi, mūsų gauti tyrimų rezultatai patvirtina kitų mokslininkų pastebė-
jimą, kad PV didina žmogaus širdies audinių TRPM6 ir TRPM7 baltymų 
raišką. Mes savo tyrimais pirmą kartą pademonstravome, kad lėtinė širdies 
liga, tokia kaip IŠL, taip pat padidino abiejų tirtų baltymų raišką, o tai rodo, 
kad TRPM6 ir TRPM7 yra susiję su širdies ir kraujagyslių ligų patogeneze. 

4.4. Mg2+-jautrios srovės poveikio širdies elektriniams  
veikimo potencialams vertinimas  

Mg2+-jautrių TRPM6 ir TRPM7 kanalų vaidmuo širdyje dar nėra pilnai 
išaiškintas, ypač dėl abejotinos kardiomiocitų TRPM6 raiškos. Šiuo metu 
Mg2+-jautrios srovės poveikis širdies elektriniam aktyvumui nėra žinomas. 
Mokslinėje literatūroje yra duomenų, kad neselektyvūs širdies katijoniniai 
kanalai gali prisidėti prie membranos RP palaikymo [227]. Tokiems neselek-
tyviems kanalams gali būti priskiriami ir Mg2+-jautrūs TRPM6- ir 
TRPM7-panašūs kanalai. Atsižvelgiant į tai, kad širdyje Mg2+-jautri srovė 
neigiamų potencialų srityje yra labai maža, lyginant su didele IK1 srove, 
nereikėtų tikėtis, kad Mg2+-jautrūs kanalai galėtų reikšmingai prisidėti prie 
foninio ne K+ jonų pralaidumo, kai kardiomiocitai yra ramybės būsenoje. Tai 
patvirtina ir mūsų gauti duomenys, rodantys, kad Mg2+ koncentracijos 
padidinimas išorinės perfuzijos tirpaluose beveik nekeičia membraninio RP. 
Tačiau kitų audinių (pvz., kraujagyslių lygiųjų raumenų) neselektyvių katijo-
ninių kanalų, iš kurių kai kurie yra panašūs į TRPM6 ir TRPM7 kanalus, 
indėlis RP palaikymui gali būti žymiai svarbesnis [228, 229]. 

Literatūroje yra duomenų, kad įvairūs neselektyvūs katijoniniai kanalai 
taip pat gali turėti poveikį širdies veikimo potencialams. Nustatyta, kad 
tempimo aktyvuoti neselektyvūs katijoniniai kanalai prisideda prie RP ir VP 
formavimo prieširdžių ląstelėse [230]. Tačiau Mg2+-jautrių kanalų poveikis 
širdies elektriniams VP dar nėra žinomas. Mūsų atlikti imunofluorescenciniai 
tyrimai parodė, kad izoliuotų prieširdžių ir skilvelių kardiomiocitų TRPM6 ir 
TRPM7 šKB raiška gali būti moduliuojama inkubuojant juos ekstraląstelinėje 
terpėje be DV katijonų. Kadangi VP plateau fazėje grynoji jonų srovė yra 
maža, mes iškėlėme prielaidą, kad kai yra suaktyvinta Mg2+-jautri srovė, dėl 
sumažėjusio [Mg2+]v, tai dideli vienvalenčių katijonų srautai, tekantys per 
Mg2+-jautrius kanalus teigiamų potencialų srityje, galimai, gali turėti 
reikšmingą poveikį VP. Mūsų gauti rezultatai patvirtino, kad širdyje 
Mg2+-jautrių kanalų aktyvavimas ląstelėse dializuotose su ~0 mM [Mg2+]v 
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trumpino VPT. Tačiau, mažai tikėtina, kad VPT trumpėjo dėl iš ląstelės 
tekančios IK1 srovės padidėjimo, kai sumažėjus [Mg2+]v yra pašalinamas jos 
blokavimas viduląsteliniu Mg2+. Tai galima paaiškinti tuo, kad endogeniniai 
poliaminai ir toliau užtikrintų pakankamą IK1 srovės blokavimą [231]. Be to, 
nustatyta, kad didelė [Mg2+]iš blokuoja iš ląstelės tekančias sroves (pvz., K+ 
sroves), beveik neturėdama jokio poveikio į ląstelę tekančioms srovėms (pvz., 
L-tipo Ca2+ srovei) [210]. Gautų rezultatų pagrindu, galima daryti išvadą, kad 
kardiomiocituose, esant fiziologinei [Mg2+]v, srovės tekančios per TRPM6 ir 
TRPM7 kanalus beveik neturi poveikio VPT. Šie rezultatai dera su kitų tyrėjų 
duomenimis, apie srovės ir VP nekitimą, kai buvo kardiomiocitų kultūros 
TRPM7 geno mutacija [232]. 

Vis dėlto, svarbu išsiaiškinti kokiomis sąlygomis Mg2+-jautrūs kanalai 
gali prisidėti prie širdies elektrinio aktyvumo. Tikėtina, kad esant fiziologi-
nėms sąlygoms ([Mg2+]v 0,8 mM; IC50 ≈ 0,25 mM; [12, 233]) [Mg2+]v stipriai 
blokuos šiuos kanalus. Tačiau Mg2+-jautri srovė gali prisidėti prie VPT for-
mavimo tuomet, kai dėl reguliacinių procesų ar kanalų mutacijų sumažėja 
jautrumas [Mg2+]v arba, jei [Mg2+]v itin sumažėja dėl ligų, tokių kaip lėtinė 
hipomagnezemija. Iš tiesų, TRPM7 ir kiti giminingi gamtiniai kanalai yra 
pastoviai aktyvūs tokiose ląstelėse, kurių viduląstelinė jonų sudėtis (įskaitant 
[Mg2+]v) išlieka santykinai nepakitusi [76, 80, 119] ir tai leidžia manyti, kad, 
galimai, vyksta kiti reguliaciniai procesai. Mg2+-jautrius kanalus širdies 
ląstelėse reguliuoja ne tik [Mg2+]v, bet taip pat ir pH pokyčiai bei membranos 
fosfolipidų metabolizmas [12, 121, 219]. Tačiau vis dar nėra žinoma, ar tokie 
reguliaciniai procesai gali sukelti pastovų šių kanalų aktyvumą. Mūsų tyrimo 
duomenys rodo, kad naudojant tirpalus be DV katijonų galima moduliuoti 
TRPM6 ir TRPM7 kanalų raišką. Taigi, Mg2+-jautrios srovės įtaka 
formuojant VP gali kisti priklausomai nuo ekstraląstelinės DV katijonų 
homeostazės būklės. 

Ankstesni tyrimai parodė, kad kai yra užsitęsusi neuronų išemija, TRPM7 
kanalus aktyvuoja laisvieji deguonies radikalai [234]. Iki šiol, funkcinis 
kardiomiocitų TRPM7 ir ypač TRPM6 vaidmuo yra mažiau suprantamas, 
lyginant su kraujagyslių lygiųjų raumenų ląstelėmis [211], neuronais ar kito 
tipo ląstelėmis [41, 235]. Molekuliniai ir elektrofiziologiniai TRPM7 kanalų 
tyrimai širdyje dažniausiai atliekami tik su fibroblastais. Įrodyta, kad TRPM7 
aktyvacija žmogaus prieširdžių fibroblastuose sukelia fibrogenezę ir PV 
[156]. Be to, TRPM7-panašios srovės tankio variabilumas per žmogaus DP 
kardiomiocitų TRPM7 kanalus yra susijęs su klinikiniais duomenimis, nes 
šios srovės tankis buvo didesnis lėtinėmis ligomis kaip PV [14, 15] ir IŠL 
[14] sergančių pacientų kardiomiocituose.  

Apibendrinant galime teigti, kad kardiomiocitų Mg2+-jautri srovė beveik 
neturi poveikio membranos RP palaikymui. Be to, fiziologinėmis sąlygomis 
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Mg2+-jautri srovė, galimai, nedalyvauja formuojant širdies VP. Tačiau labai 
sumažėjus viduląstelinei Mg2+ koncentracijai, Mg2+-jautri srovė neabejotinai 
gali dalyvauti formuojant VP (ilginti VPT). 

4.5. TRPM6 ir TRPM7 kanalų molekulinių ir  
elektrofiziologinių tyrimų atitikimo vertinimas 

Aukščiau minėto atitikimo tarp įvairių eksperimentinių (inkubacinės 
terpės joninės sudėties, pH, TRP kanalų moduliatorių) ir patologinių (lėtinės 
širdies ligos) veiksnių poveikio detektuotų šKB imunofluorescencijos inten-
syvumui, ir srovėms per tuos kanalus, interpretacija yra sudėtinga. Daugelis 
elektrofiziologinių pokyčių, kuriuos sukelia minėti veiksniai, gali būti gauti 
per kelias sekundes, todėl mažai tikėtina, kad jie būtų susiję su šKB raiškos 
pokyčiais. Tačiau tikėtina, kad registruojant biofizikinius parametrus, susiju-
sius su kanalo pora, per daugelį minučių užfiksuotas poveikis, remiantis šio 
tyrimo rezultatais, taip pat gali sukelti ir šKB tankio pasikeitimą membranoje. 
Šiuo metu nėra žinoma, ar įvairūs veiksniai gali nulemti jonų apykaitą tarp 
viduląstelinių ir užląstelinių katijonų telkinių (angl. pools) per TRPM6 ir 
TRPM7 kanalus. Pavyzdžiui, 2-APB poveikis gali būti paaiškintas tuo, jog 
šio junginio prisijungimas prie ryšio vietos kanale gali skatinti vieno šKB 
internalizaciją, bet slopinti kito šKB internalizaciją. 

Taip pat gali būti, kad detektuotų TRPM6 ir TRPM7 šKB imunofluo-
rescenciniai pokyčiai ląstelėse, inkubuotose su 2-APB arba CAR, gali atsi-
rasti ir dėl šių farmakologinių medžiagų sukeltų baltymų konformacijų, ku-
rios gali nulemti tyrime naudotų antikūnų prisijungimą. Tačiau, tai nebūtų 
tinkamas paaiškinimas, kodėl kinta tų šKB raiška kai yra išeminis miokardo 
pažeidimas. Manoma, kad sergant IŠL, įvyksta realus šKB raiškos pokytis. 
Išorinės terpės rūgštėjimas labai padidina srovę per TRPM6- ir 
TRPM7-panašius kanalus, sumažindamas kanalo jautrumą DV katijonų blo-
kavimui ir padidindamas vienavalenčių jonų, tokių kaip Na+, ir, galbūt, paties 
H+, pralaidumą [49]. Daroma prielaida, kad protonai ir Ca2+ tiesiog 
konkuruoja dėl bendros ryšio vietos, iš kurios blokuojantį poveikį sukelia 
Ca2+, bet ne H+. Jei mūsų hipotezė, paaiškinanti pakitusią TRPM6 ir TRPM7 
šKB raišką, yra teisinga, tuomet inkubacijos su didesne protonų koncentracija 
poveikis yra sudėtingesnis, ir taip pat gali būti susijęs su baltymų 
konformacijos pokyčiais.  
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IŠVADOS 

1. Atliktais tyrimais mes pirmieji identifikavome žmogaus ir kiaulės kar-
diomiocitų TRPM6 kanalo baltymą. Taip pat pirmą kartą nustatėme visų 
keturių širdies dalių (prieširdžių ir skilvelių) TRPM6 ir TRPM7 kanalų 
baltymų raišką. Didesnė šių kanalų baltymų raiška buvo nustatyta 
dešiniosiose širdies dalyse. 

2. Įvairūs moduliuojantys veiksniai (terpės joninė sudėtis, acidozė ir TRP 
kanalų blokatoriai, tokie kaip 2-APB ir karvakrolis) turėjo skirtingą 
poveikį žmogaus ir kiaulės kardiomiocitų TRPM6 ir TRPM7 kanalų 
baltymų imunofluorescencijos intensyvumui. Todėl galima teigti, kad šie 
kanalai nėra tarpusavyje susiję, bei gali funkcionuoti nepriklausomai 
vienas nuo kito. 

3. Lėtinė širdies liga (IŠL ir PV) didina žmogaus ir kiaulės kardiomiocitų 
TRPM6 ir TRPM7 kanalų baltymų raišką, o tai gali nulemti širdies ir 
kraujagyslių ligų patogenezę. 

4. Fiziologinėmis sąlygomis kiaulės kardiomiocitų Mg2+-jautri srovė 
galimai nedalyvauja formuojant širdies elektrinį aktyvumą. Tačiau prie 
patologinių sąlygų (lėtinė hipomagnezemija) ar kanalų mutacijų, kai 
sumažėja viduląstelinė Mg2+ koncentracija, Mg2+-jautri srovė gali 
dalyvauti formuojant širdies veikimo potencialus. 
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TYRIMO TRŪKUMAI 

Tyrimo metu, grupuojant pacientų širdies audinio mėginius, buvo 
atsižvelgta tik į kliniškai patvirtintą pagrindinę diagnozę. Dėl šios priežasties, 
mėginiai nėra visiškai homogeniški. Siekiant didinti homogeniškumą, reikėtų 
plėsti tiriamąsias grupes ir grupuoti mėginius atsižvelgiant į pacientų gretuti-
nes ligas bei taikytą medikamentinį gydymą. Taip pat reikėtų atkreipti dėmesį 
ir į širdies remodeliavimosi (angl. remodeling) laipsnį (pvz., kompensacinė 
hipertrofija) ir kitų patologinių sąlygų sukeltus persitvarkymus, kurie gali 
skirtis priklausomai nuo pacientų grupės ir neabejotinai nulemti TRPM6 ir 
TRPM7 šKB raišką.  

Mūsų tyrime, TRPM6 ir TRPM7 šKB žymėjimui žmogaus ir kiaulės 
širdyse buvo naudojami tie patys antikūnai. Tačiau, šie antikūnai yra sukurti 
TRPM6 ir TRPM7 šKB nustatymui žmogaus širdies ląstelėse/audiniuose ir 
nėra jokių publikuotų duomenų apie jų specifiškumą šiems šKB kiaulės 
širdyje. Šiuo metu, rinkoje apskritai nėra jokių TRPM6 šKB specifiškų 
antikūnų, skirtų šKB identifikacijai kiaulės širdies ląstelėse ir/ar audiniuose. 
Vis dėlto, atsižvelgiant į tai, kad kiaulės genomas turi daug panašumų su 
žmogaus genomu (84,1 proc. homologiškų genų) [205] ir tai, kad daug anti-
kūnų gali atpažinti tiek žmogaus, tiek kiaulės širdyje esančius skirtingus 
epitopus [204], mes naudojome polikloninį TRPM6 antikūną (skirtą baltymo 
nustatymui žmogaus, pelės ir žiurkės ląstelėse/audiniuose), kuris, būdamas 
polikloninis, galimai galėtų prisijungti ir prie epitopų esančių kiaulės širdyje. 
Imuniniu metodu žymėtų šKB specifiškumo patvirtinimui, buvo atlikta 
dviguba neigiama kontrolė: 1) inkubuojant ląsteles be pirminio antikūno, kas 
leido įvertinti antrinio antikūno specifiškumą ir 2) naudojant TRPM6 ir 
TRPM7 blokuojančius peptidus, kas leido įvertinti pirminio antikūno speci-
fiškumą. Abiem atvejais, uždėjus antrinius antikūnus su fluorescencine žyme, 
nebuvo nustatytas imunofluorescencinis švytėjimas. 

Dar vienas šio tyrimo trūkumas siejamas su tuo, kad šiuo metu nėra 
farmakologinių medžiagų, kurios specifiškai blokuotų Mg2+-jautrius kanalus. 
Atliktame tyrime, mes naudojome padidintą Mg2+ koncentraciją ekstraląs-
teliniame tirpale, kaip įrankį Mg2+-jautriai srovei izoliuoti. Dėl to, galėjo 
susidaryti dviguba problema, nes [Mg2+]iš taip pat blokuoja ICaL ir IK sroves. 
Tačiau, šiame tyrime, [Mg2+]iš poveikis VP, kurį nulėmė ICaL ir IK srovių 
blokavimas, galimai buvo pakankamai gerai subalansuotas, nes šių srovių 
įtaką buvo galima atskirti nuo Mg2+-jautrios srovės.  
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SUMMARY 

INTRODUCTION 
To date, the role of transient receptor potential (TRP) proteins [1] in the 

heart has been explored in fibroblasts and in pacemaker cells [2], but much 
less in cardiomyocytes, because there is no pharmacological agents which 
allow their isolation from multiple other ion channels expressed in cardio-
myocytes.  

TRPM7 and its homologue TRPM6 belong to the melastatin subfamily 
of TRP channels, and both are regulated by intracellular magnesium and are 
distinguished from other ion channels by unusual bifunctional activities, ion 
channel and protein kinase [3]. Both are permeable to Ca2+ and Mg2+, and 
have now been identified as critical regulators of Mg2+ homeostasis, but their 
tissue expression levels appear to be different. Current evidence shows that 
TRPM7 is ubiquitously expressed in all mammalian cells, with the highest 
expression in the heart and kidney [4, 5], whereas TRPM6 expression is 
restricted to epithelial cells of the kidney, placenta and intestine [6, 7]. 
TRPM7 and TRPM6 are reported to play a role in various physiological or 
pathological processes, including intracellular Ca2+ and Mg2+ homeostasis 
[8], pacemaking [9], fibrosis and inflammation [10], etc. To date, the func-
tional characterization of these channels has relied mainly on electrophy-
siological methods [11], including in cardiac myocytes [12–15]. In addition, 
in native cardiomyocytes the majority of TRPM6 and TRPM7 proteins appear 
to reside in intracellular vesicles [15–17], and are therefore inaccessible to 
patch-clamp recordings. 

Like heterologously expressed TRPM6 and TRPM7 channels, cardio-
myocyte TRPM6- and TRPM7-like channels are typically activated by low 
intracellular Mg2+ conditions and conduct small inward currents carried by 
divalent cations (DV) and large outward currents carried by monovalent 
cations. Cardiomyocyte Mg2+-sensitive channels have been detected in 
various species, including human, rat, pig, guinea pig, and mouse. However, 
the nature of the proteins underlying the cardiac Mg2+-sensitive, TRPM6- and 
TRPM7-like currents and the functional consequences of their cation fluxes 
have remained unclear. 

To date, studies of TRPM6 and TRPM7 channel expression either in un-
diseased [18] or diseased [19] human heart has relied mainly on the genomic 
approach. However, data on Trpm6 or Trpm7 mRNA and protein expression 
in different parts of the heart has remained scant, and conflicting results have 
been reported, especially concerning TRPM6. In both animals and humans, 
some studies found that Trpm6 mRNA was undetectable in the heart [20–22], 
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whereas one study identified Trpm6 mRNA and protein in the human heart 
and showed their increase in right atrial (RA) homogenates from patients with 
atrial fibrillation (AF) [23]. In most others studies information of TRPM6 was 
not included [19, 24]. Thus, the presence of TRPM6 in the heart remains 
controversial and, more specifically, whether it and TRPM7 are expressed in 
all chamber walls of the heart is an open question.  

In this work, by using different molecular approaches, we examined the 
expression of TRPM6 and TRPM7 proteins in human and porcine heart 
tissues and single cardiomyocytes and also examined the contribution of the 
Mg2+-sensitive, TRPM6-, and TRPM7-like currents on the cardiac action 
potential (AP) formation. 

AIM AND OBJECTIVES 
Aim of the study: 
To determine the expression of TRPM6 and TRPM7 channel proteins in 

human and porcine cardiomyocytes and evaluate possible changes in the 
expression of these channels in cardiac pathology as well as their role in 
cardiac electrophysiology. 

Objectives and tasks of the study: 
1. To examine whether TRPM6 is expressed in human and porcine 

cardiomyocytes. To determine its expression and that of TRPM7 
channels in various parts of the heart. 

2. To examine and evaluate the effect of factors modulating the 
TRPM6 and TRPM7 channel expression. 

3. To evaluate the possible change in the expression of TRPM6 and 
TRPM7 channel proteins under cardiac pathology. 

4. To determine and evaluate the role of Mg2+-sensitive current on the 
formation of the cardiac action potentials. 

Scientific novelty 
The role of Mg2+-sensitive TRPM6 and TRPM7 channels in the heart has 

not been elucidated, especially due to the uncertainty about TRPM6 expres-
sion in cardiomyocytes. We examined the mRNA and protein expression of 
both of these channels in right atria samples from patients with or without 
chronic diseases (ischaemic heart disease, IHD, or AF), and in the four-chamber 
walls of the explanted human hearts. We also evaluated the compatibility of 
these data with data obtained from pig, whose cardiovascular system and 
genetic conservation are quite close to the human genome. Using immuno-
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labeling with anti-TRPM6 or anti-TRPM7 antibodies we detected TRPM6 
and TRPM7 proteins by immunofluorescence in both human and porcine 
cardiomyocytes and by immunohistochemistry in tissue sections. In contrast, 
no fluorescence signal was detected by incubating cardiomyocytes without 
the primary antibody or by blocking the test proteins with their peptides. Our 
results confirm for the first time that cardiomyocytes indeed contain TRPM6 
channel protein. We also found for the first time that both TRPM6 and 
TRPM7 proteins are expressed in all four-chamber walls of the human or the 
porcine heart.  

The results also revealed that various extracellular factors (medium ionic 
composition, acidosis, and TRP channel blockers) cause independent and 
often opposite modulation of TRPM6 or TRPM7 protein immunofluo-
rescence. This allows us to suggest that in cardiomyocytes these channels are 
unrelated and can function independently. Besides, our study shows a 
concordance between pharmacological effects on the measured expression 
level and electrophysiological effects on channel currents.  

There is also concordance between effects of chronic disease on channel 
expression and on channel currents. The present study provides new know-
ledge about the remodeling of TRPM6 and TRPM7 proteins associated with 
cardiac pathologies (namely chronic IHD and AF). IHD increased the expres-
sion of both proteins, suggesting that TRPM6 and TRPM7 are involved in the 
pathogenesis of the cardiovascular disease.  

Our research has also shown that Mg2+ sensitive current may contribute 
to the action potential. However, a key question concerns the conditions under 
which the Mg2+-sensitive channels may contribute to cardiac electrical acti-
vity. The Mg2+-sensitive current may contribute to action potential duration 
(APD) if the sensitivity for intracellular Mg2+ is decreased by pathological 
conditions or channel mutations, or if intracellular Mg2+ concentration is 
decreased to low levels by a disease such as chronic hypomagnesemia. Thus, 
the results confirm that Mg2+-sensitive channels in the heart are involved in 
the regulation of electrical activity. The effect of the Mg2+-sensitive current 
on the APD may be important in understanding the therapeutic processes in 
which Mg2+ is used to treat arrhythmias, as well as in linking the changes in 
Mg2+ homeostasis to other cardiac diseases. 

2. METHODOLOGY 
The study was carried out in accordance with the European Community 

guiding principles outlined in the Declaration of Helsinki and the Guide for 
the Care and Use of Laboratory Animals (NIH). All experiments on pigs were 
performed according to the European Community guiding principles and 
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approved by the State Food and Veterinary Service of the Republic of 
Lithuania (No. G2-68, 21 June 2017). Experiments on human atrial samples 
and on samples from explanted human hearts were approved by the Ethics 
Committee of Biomedical Research of Kaunas Region, Lithuania (No.  
BE-2-71, 22 December 2017). 

Gene expression 
Real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) was used 

to detect the mRNA levels of Trpm6 and Trpm7 in human heart muscle. The 
total RNA was isolated using the mirVana™ miRNA isolation kit (Thermo 
Fisher Scientific, Lithuania) and acid phenol: CHCl3 premix (Ambion, USA) 
in accordance with the manufacturer’s instructions. RNA integrity was asses-
sed using a 2100 Agilent Bioanalyzer System (Agilent Technologies Inc., 
USA). The RT-PCR reaction was used TaqMan® Assays (Hs01019356_m1; 
Hs00559080_m1; Hs99999903_m1; Thermo Fisher Scientific, USA).  
RT-PCR was performed by a ABI 7900HT Fast Real Time PCR System 
(Applied Biosystems, USA) based on the manufacturer’s procedure in 20 µl 
reaction mixture. β-actin was used as the internal control. The relative 
expression of target genes was calculated using ΔCt method (2-ΔΔCt).  

Western Blot  
The total protein of human heart tissue (42 µg) was separated by  

SDS-PAGE gel electrophoresis and transferred onto a polyvinylidene 
fluoride (Roche Diagnostics GmbH, Germany) membrane. The membrane 
was incubated with primary antibody (mouse monoclonal anti-TRPM7 
[Thermofisher, Rockford, USA], 1:200; rabbit polyclonal anti-TRPM6 
[Alomone Labs, Israel], 1:500; mouse monoclonal β-actin (Thermofisher, 
Rockford, USA), 1:1000) overnight (4 °C) and then incubated with horse 
radish peroxidase (HRP)-labeled IgG secondary antibodies (goat anti-mouse 
(Bio-Techne Ltd, UK), 1:2000; goat anti-rabbit [Bio-Techne Ltd, UK], 
1:2000) for 1 hour at room temperature. Detection was done using chemilu-
minescent Amplex Red substrate (Thermo Fisher scientific, USA). Analysis 
was performed using UVP imaging system and Vision WorksLS Software 
(Ultra-Violet Products Ltd, UK). 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
ELISA kits (MyBioSource, Inc., USA) were used to quantitatively 

determine concentrations of TRPM6 and TRPM7 in human tissue homoge-
nates. Optical signals were recorded with a spectrometer (Multiskan MF, 
Thermo Fisher Scientific, Finland) at a wavelength of 450 ± 10 nm. The levels 



 115 

of TRPM6 and TRPM7 were determined according to instructions provided 
by the ELISA kits: TRPM6 (MBS457214) and TRPM7 (MBS457216). After 
measuring the optical densities of the standard solutions, a standard curve was 
drawn using the Curve Expert 1.4 software (Daniel G. Hyams, Hyams 
Development, USA). The concentrations of TRPM6 and TRPM7 in the tissue 
homogenates were then determined by comparing the optical density of the 
samples to the standard curve. 

Histology and Immunohistochemistry 
For histological analysis, specimens of formalin-fixed and paraf-

fin-embedded human heart muscle tissues were sliced in 3 μm and placed 
onto Super Frost Plus slides (Menzel, Germany). Collected tissue sections 
were deparaffinized and stained with hematoxylin-eosin (H & E) and Picro 
Sirius Red. Immunohistochemical staining was performed using Shandon 
Coverplate plates (Thermo Fisher Scientific, USA). The sections were incu-
bated with primary rabbit polyclonal TRPM7 antibody (1:250 dilution; 
NBP1-20224, Novus Biologicals, USA) or primary mouse monoclonal 
TRPM6 antibody (1:50 dilution; sc-365536, Santa Cruz Biotechnology, Inc., 
USA). The preparations were then processed with the DAKO EnVision Flex 
and DAKO EnVision Flex + visualization system (Agilent Technologies Inc., 
USA) for TRPM7 and TRPM6, respectively. Probed sections were addi-
tionally stained with Mayer’s hematoxylin. The IgG of the same isotype as 
the primary antibody dilution solution served as negative control. The 
histopathological evaluation was performed using OlympusBX61 and 
Olympus FV1000 (Olympus Corporation, Japan) microscopes. 

Immunofluorescence 
Enzymatically dissociated cardiomyocytes were allowed to settle on the 

bottom of 8-chamber slides. The cells were permeabilized and incubated with 
primary rabbit polyclonal anti-TRPM7 (#ACC-047; Alomone Labs, Israel) or 
rabbit polyclonal anti-TRPM6 antibodies (#ACC-046; Alomone Labs, Israel). 
The cells were incubated with a fluorescently labeled secondary antibody 
(donkey anti-rabbit IgG; Alexa Fluor 488; A21206, Invitrogen, USA or goat 
anti-rabbit IgG; Alexa Fluor 546; A22283, Invitrogen, USA) co-stained (for 
20 min) with Phalloidin-Alexa Fluor 546 (A22283, Invitrogen, USA) or 
Phalloidin-CF 405 (00034, Biotium, USA) and with Hoechst 33342 (B2261, 
Sigma-Aldrich, USA) for labeling of the F-actin cytoskeleton and of the 
nucleus, respectively. Cardiomyocytes were visualized under a confocal laser 
scanning microscope (Olympus FV1000, Olympus Corporation, Japan) from 
which images were taken using the same scanning parameters for both the 
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TRPM7 and TRPM6 proteins. The distribution of the fluorescence was 
analyzed using Image J software.  

Electrophysiology 
Whole-cell currents were recorded under a voltage-clamp, and the action 

potentials were recorded under a current-clamp. The membrane currents of 
interest (TRPM6- and TRPM7-like) were measured using 2 s descending 
voltage ramps from +80 mV to –120 mV applied every 10 s after a 600 ms 
pre-step at 0 mV from a holding potential of –80 mV, designed to inactivate 
voltage-dependent Na+ and L-type Ca2+ currents. The action potentials were 
induced by stimulating with a 2 ms rectangular pulse at a frequency of 1 Hz. 
The action potential duration (APD) was measured at 30% (APD30), 50% 
(APD50), and 90% (APD90) repolarization. The current and voltage protocols 
were generated and data recorded online using the Axopatch 200B amplifier 
and pClamp 8.1 software via the Digidata 1322A acquisition system (Axon 
instruments, USA). 

Data analysis 
Average data are presented as mean ± standard error of the mean (SEM). 

Means were compared using the two-tailed t-test or ANOVA for evaluating 
differences between groups. P < 0.05 was taken as threshold for statistical 
significance. 

3. RESULTS 

3.1. Molecular detection of TRPM6 and TRPM7 channels  
in the heart 

The expression of the genes encoding TRPM6 and TRPM7 protein in the 
human heart has been poorly studied. Trpm6 is generally thought not to be 
expressed in the heart. For this reason, we first examined whether TRPM6- 
and TRPM7-specific mRNA can be detected in cardiac tissues from explanted 
human hearts (n = 3). Using RT-qPCR (see Methodology) with primers 
designed for the human genes, both Trpm6 and Trpm7 mRNAs were detected 
in cardiac tissues obtained from all four cardiac chamber walls. Trpm7 mRNA 
expression was more than 2–4 fold higher in ventricular tissues compared to 
atria. Also, Trpm7 has a higher expression level compared to Trpm6 (see Fig. 
6c and Table S6 in [203]). These data demonstrate for the first time that 
Trpm6, like Trpm7, is expressed in all four chambers of the human heart. 

After confirming the expression of Trpm6 and Trpm7 in the heart, we 
wanted to check whether the results could be validated using another techni-
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que. For this purpose, an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA; see 
Methodology) was used. Qualitative and quantitative analysis of TRPM6 and 
TRPM7 proteins was performed using cardiac tissue homogenates obtained 
from the human hearts. Both TRPM6 and TRPM7 proteins were detected by 
ELISA in all four chambers of the human heart (see Fig. 6a-b and Table S5 
in [203]). Also, as in mRNA studies, TRPM6 expression was much lower than 
TRPM7. Besides, higher expression levels of TRPM6 and TRPM7 proteins were 
detected in the right chambers (309.8 ± 18.51 pg/mL and 1269.86 ± 74.03 
pg/mL for right atrial (RA), and 322.85 ± 21.23 pg/mL and 1070.05 ± 
99.66 pg/mL for right ventricular (RV), respectively) compared to the left 
chambers (201.53 ± 20.18 pg/mL and 754.22 ± 63.72 pg/mL for left atrial 
(LA), and 274.69 ± 12.05 pg/mL and 947.90 ± 59.50 pg/mL for left 
ventricular (LV), respectively, n = 6–47, P < 0.05). In addition, qualitative 
expression of TRPM6 and TRPM7 proteins was confirmed by Western Blot. 
The data confirm that both TRPM6 and TRPM7 proteins are expressed in all 
four chambers of the human heart, with higher expression for TPRM7.  

To further demonstrate TRPM6 and TRPM7 expression in the human 
heart, histologic preparations of ventricular and atrial tissues were exposed to 
primary antibodies and stained with Mayer’s hematoxylin (see Methodo-
logy). Color intensity analysis of TRPM6 and TRPM7 in tissues showed 
noticeable brownish pigments in the intracellular space of cardiomyocytes in 
tissues from the four-chamber walls of the human heart (see Fig. 7 and Fig. 8 
in [203]). Again, these data demonstrated for the first time the expression of 
both TRPM6 and TRPM7 proteins in the heart.  

It is important to note that gene detection (by RT-PCR) or protein level 
detection (by ELISA), obtained in tissue homogenates, are likely less specific 
than cardiomyocyte immunostaining. This is because tissue homogenates 
contain not only cardiomyocytes but also other types of cells (e. g., fibroblasts, 
vascular endothelial cells, etc.). For this reason, further, we used an immuno-
fluorescence assay to demonstrate the expression of TRPM6 and TRPM7 
proteins in atrial and ventricular cardiomyocytes (see Methodology).  

Fig. 3.1.1 shows typical examples of the immunofluorescence of TRPM6 
and TRPM7 proteins obtained using the non-conjugated antibodies in isolated 
cardiomyocytes from atrial and ventricular tissues of the human heart. The 
immunofluorescence intensity of the TRPM6 is much lower than that of the 
TRPM7 (for mean data see below). Noticeably, the immunofluorescence of 
TRPM6 protein, in contrast to TRPM7, in about half cases (44.7 % from 
~400 cells; see Fig. 3.1.1 A, B arrows) appeared to be highest in the peri-
nuclear area. This indicates that part of the detected fluorescence is from the 
intracellular membranes. 

 



 118 

 
Fig. 3.1.1 Immunofluorescence of TRPM6 and TRPM7 proteins  

expression in human cardiomyocytes 
Representative examples of immunofluorescence obtained with non-conjugated antibodies 
in left atrial (A) and left ventricular (B) cardiomyocytes of the human heart. Image 
acquisition performed using confocal laser scanning microscope (Olympus FV1000). Alexa 
Fluor 546 and Alexa Fluor 488 for TRPM6 and TRPM7 proteins appear in red and green, 
respectively. Alexa Fluor 405 for F-actin cytoskeleton appears in surrogate grey. Hoechst 
33342 for nuclei appears in blue (the arrowheads indicate the localization of TRPM6 protein 
in the perinuclear area). Scale bars indicate 20 µm. 

We also verified whether similar expressions of TRPM6 and TRPM7 
proteins could be obtained with the conjugated antibodies. This allowed us to 
simultaneously detect both TRPM6 and TRPM7 proteins expression in the 
same cell. Typical examples of the immunofluorescence of both proteins 
obtained using conjugated antibodies in human cardiomyocytes obtained 
from the four heart chamber walls are shown in Fig. 3.1.2 A. 
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Fig. 3.1.2. Immunofluorescence images showing co-expression  
of both TRPM6 and TRPM7 proteins detected with conjugated  

antibodies in human cardiomyocytes 
(A) Typical examples demonstrating co-expression of both TRPM6 (red) and TRPM7 
(green) proteins in the same cardiomyocyte: from the left atrium (LA), right atrium (RA), 
left ventricle (LV), and right ventricle (RV) of the human heart. (B) Quantification of the 
staining intensity of the immunodetected conjugated antibodies (spotty columns) and non-
conjugated antibodies (smooth columns) for both proteins in cardiomyocytes as indicated. 
Image acquisition performed using confocal laser scanning microscope (Olympus FV1000). 
Alexa Fluor 488 and Alexa Fluor 546 for the TRPM7 and TRPM6 protein appear in green 
and red, respectively. Hoechst 33342 for nuclei appears in blue. Mean data (n = 4–105) 
provided in arbitrary units (a.u.) (see Table S2 in [203]). * P < 0.001 conjugated antibodies 
vs. non-conjugated antibodies, # P < 0.001 right sided vs. left sided heart chambers. Scale 
bars indicate 20 µm. 
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Like with non-conjugated antibodies, levels of TRPM7 were higher vs. 
those of TRPM6. However, as presented in Fig. 3.1.2 B, the total fluorescence 
level was slightly lower for both proteins with the conjugated compared with 
the non-conjugated primary antibodies. In general, the results provide con-
sistent evidence for a co-expression of both TRPM6 and TRPM7 in cardio-
myocytes from the four chamber walls of the human heart. 

In the next sett of experiments, we aimed to search for the TRPM6 
channel expression, by using quite young and healthy animals. The porcine 
heart was chosen, because of the similarity to the coronary system [204] and 
to genetic conservation [205] like in humans. Currently, there is in the lite-
rature no published data on TRPM7, especially on TRPM6 protein expression 
in pig cardiomyocytes.  

As in the experiments with the human cardiomyocytes, to show the 
presence of TRPM6 and TRPM7 proteins, we used the immunostaining of the 
atrial and ventricular cardiomyocytes, performed after 2 h of cell isolation. 
Besides, we used the same antibodies as in the experiments with the human 
cells/tissues. Fig. 3.1.3 A–D shows immunofluorescent images of TRPM6 
(left panels) and TRPM7 (right panels) of pig cardiomyocytes. Fig. 3.1.3 E 
shows a negative control (cardiomyocyte incubated in conditions similar to 
those of Fig. 3.1.3 A–D but with no primary antibody added in the incubation 
medium). The images show that all pig cardiomyocytes, like human cardio-
myocytes, displayed staining with antibodies for TRPM6 and TRPM7. Again, 
the TRPM6 protein expression was noticeable lower than that in human 
cardiomyocytes. This could be due to the low expression of TRPM6 protein 
in the porcine heart. In addition, there was the multinucleated nature of the 
cells, as was previously noted for the pig cardiomyocytes [206]. 
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Fig.3.1.3 Immunofluorescence of TRPM6 and TRPM7  

proteins in pig cardiomyocytes  
Immunofluorescence images suggesting the presence of TRPM6 (left) and TRPM7 (right) 
proteins in pig cardiomyocytes from different cardiac chamber walls. (A–D): left atrium, right 
atrium, left ventricle, and right ventricle using Alexa Fluor 488 for TRPM6 and TRPM7 
proteins (stained in green), Alexa Fluor 546 for the F-actin cytoskeleton (stained in red), and 
Hoechst 33342 for the nuclei (stained in blue). (E) Example of a negative control, where the 
primary antibody for TRPM6 and/or TRPM7 is not added, but the cardiomyocyte was 
subjected to Hoechst 33342 and Alexa Fluor 546. Notice that only immunofluorescence of 
the nuclei (stained in blue) and F actin cytoskeleton (stained in red) is detected. For mean 
values see in [210]. Scale bars indicate 20 µm. 

Finally, we also tried to demonstrate the location at the cellular membra-
ne. Typical examples of the immunofluorescence of both the TRPM6 (red 
fluorophore) and TRPM7 (green fluorophore) proteins expression obtained 
simultaneously in the same human cell using conjugated antibodies are shown 
in Fig. 3.1.4 (A and B).  
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Fig. 3.1.4. Illustration of localization of TRPM6 and TRPM7 channels  

at the cell membrane in the same cardiomyocyte  
and in perpendicular tissue sections 

Immunofluorescence in isolated cardiomyocyte (A – top view and B – side view) shows 
localization of TRPM6 and TRPM7 proteins under co-staining with conjugated antibodies 
(Alexa Fluor 546 and Alexa Fluor 488 for the TRPM6 and TRPM7 proteins appear in pink 
and green, respectively). Arrows indicate the localization of TRPM6 (pink) and TRPM7 
(green) proteins in the cell membrane. Alexa Fluor 405 for F-actin cytoskeleton appears in 
blue. (C, D) show fluorescence images of immunolabeled TRPM6 and TRPM7 proteins, 
obtained from the RA tissues on the perpendicular slices, Alexa Fluor 488 for the TRPM6 
and TRPM7 protein appear in green, Alexa Fluor 555 for the cell membrane surface labelling 
with wheat germ agglutin (WGA) appear in red, and Hoechst 33342 for the nucleus staining 
appear in blue. Note: The membrane staining option was chosen for visualisation of 
cardiomyocyte contour. Arrows indicate channel localization in the cell membrane Image 
acquisition performed using confocal laser scanning microscope (Olympus FV1000). Scale 
bars indicate 20 µm. 
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Color intensity analysis of TRPM6 and TRPM7 expression showed 
noticeable pink/green pigments in the intracellular space and to a much 
smaller amount in cell membrane (indicated by pink and green arrows). While 
Fig. 3.1.4 (C and D) show representative images of immunolabeled TRPM6 
and TRPM7 proteins (green fluorophore), obtained from the RA tissues of 
human heart on the perpendicular tissue sections using non-conjugated 
antibodies. For the cell membrane surface labelling we used wheat germ 
agglutin (WGA; appear in red). We demonstrate, that TRPM6, as well as 
TRPM7 proteins expression by immunohistochemistry in tissue sections, like 
in isolated cells, are inhomogeneously distributed mainly in the intracellular 
structures of cardiomyocytes, viewed by green fluorescence pigments. 
However, the expression also could be detected in the cell membrane region 
as well, but to a much smaller amount (indicated by white arrows).  

Summarizing, our results confirm for the first time that cardiomyocytes 
indeed contain TRPM6 channel protein. We also found for the first time that 
both TRPM6 and TRPM7 proteins are co-localized in the cardiomyocytes in 
the four chamber walls of explanted human hearts as well as in all chambers 
of the pig heart. However, that expression in the porcine heart is noticeably 
lower. The predominant intracellular localization of TRPM6 and TRPM7 
proteins in human and pig cardiomyocytes could indicate that both channels 
functions as intracellular channels. 

3.2. Modulation of TRPM6 and TRPM7 channel expression 
by experimental conditions 

According to the literature, the activity of TRPM6 and TRPM7 channels 
is regulated by Ca2+ and Mg2+ as well as by other divalent cations [75–77]. 
Therefore, here we also investigated the immunofluorescence of TRPM6 and 
TRPM7 proteins under different ionic compositions of the cell incubation 
medium (i.e., divalent cation-containing (DV) or divalent cation-free (DVF) 
extracellular conditions). We measured the immunostaining level of both 
TRPM6 and TRPM7 proteins of the atrial and ventricular cardiomyocytes, 
performed at 2 hours or at 12 hours after cell isolation. As presented in 
Fig. 3.2.1, the immunefluorescence level of both channel proteins in 
cardiomyocytes from all chamber walls was significantly higher following 
cell incubation in DV extracellular conditions vs. the following incubation in 
DVF conditions. In addition, the expression level for either TRPM6 or 
TRPM7 was higher when cells were fixed after 12 hours of cardiomyocyte 
conservation. 
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Fig. 3.2.1. Impact of divalent cations on the immunofluorescence  

of TRPM6 and TRPM7 proteins in human cardiomyocytes 
Quantification of immunofluorescence levels of TRPM6 (red) and TRPM7 (green) proteins 
in cardiomyocytes from four chambers of the human heart (left atrium, LA; right atrium, RA; 
left ventricle, LV; and right ventricle, RV), under experimental conditions with (A) and 
without (B) divalent cations (DVF and DV, respectively) in the extracellular milieu, 
respectively. Cardiomyocytes were fixed following 2 h (filled columns) or 12 h (unfilled 
columns) after cell isolation. Mean data provided in arbitrary units (a.u.) (for mean values 
see Table S1 in [203]). A blinded study-design (with the investigator reading the fluorescence 
not knowing the cell incubation conditions) was used for the detection of fluorescence levels 
during various experimental conditions. * P < 0.05 2 h vs. 12 h and # P < 0.05 right-sided vs. 
left-sided heart chambers.  
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Pharmacological drugs known to inhibit TRPM6 and TRPM7 channel 
function also had an effect on the immunofluorescence levels of TRPM6 and 
TRPM7. In our study the cardiomyocytes were exposed to 2-APB (500 μM) 
or carvacrol (CAR; 100 μM), added for 15 min after keeping the cells for 2 h 
or 12 h, but before cell fixation and subsequent incubation with primary 
antibodies. Fig. 3.2.2 A, B illustrates immunostaining images of TRPM7 
(green) and TRPM6 (red) proteins under control conditions (i.e., without the 
drugs) as well as after pre-treatments with 2-APB (Fig. 3.2.2 C, D) or CAR 
(Fig. 3.2.2 E, F). In general, cells treated with these drugs displayed weaker 
TRPM7 fluorescence intensity but stronger TRPM6 intensity. Mean fluo-
rescence levels are presented in Fig. 3.2.2 G–J, respectively (for more detailed 
description see in [203]). 
  



 126 

 
Fig. 3.2.2. Effect of 2-APB and CAR on the immunofluorescence  

of TRPM6 and TRPM7 in human cardiomyocytes 
Illustration of cardiomyocyte staining with anti-TRPM7 (A, C, E) or anti-TRPM6 (B, D, F) 
in the absence of drugs (A, B) and in the presence of either 2-APB (C, D) or CAR (E, F). 
Quantification of the intensity of fluorescence (G–J) without drugs (open) and with the drugs 
(filled) under experimental conditions with and without divalent cations (DV and DVF, 
respectively) expressed in arbitrary units (a.u.). Note lack of influence of the solvent, DMSO, 
at 500 μmol/L (black triangles). A blinded study-design (with the investigator reading the 
fluorescence not knowing the cell incubation conditions) was used for the detection of 
fluorescence levels during various experimental conditions. * P < 0.001 drug vs. no drug. 
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Qualitatively similar data were obtained when using cardiomyocytes of 
the porcine heart (Fig. 3.2.3). Like with the data obtained using cardiomyo-
cytes from the human heart [203], 2-APB or of CAR reduced the immune-
fluorescence of the TRPM7 protein but increased the fluorescence signal of 
TRPM6 (for mean values see Table 2). Fig. 3.2.3 (bottom panels) also illu-
strates that no fluorescence was detected when 2-APB was added on top of 
the blocking peptide for the anti-TRPM6 antibody, or the blocking peptide 
with the anti-TRPM7 antibody. 

 

 
Fig. 3.2.3. Effect of 2-APB and CAR on the immunofluorescence 

of TRPM6 and TRPM7 in human cardiomyocytes 
Illustration of cardiomyocyte staining with anti-TRPM7 (A, C, E) or anti-TRPM6 (B, D, F) 
in the absence (A, B) of drugs and in the presence of either 2-APB (C, D) or CAR (E, F). 
Note: the fluorescence was absent when the 2-APB was added to incubation media on top of 
TRPM6 or TRPM7 blocking peptides. * P < 0.001 drug vs. no drug. 

These influences of 2-APB on the fluorescence intensity levels of immu-
nodetected TRPM6 and TRPM7 proteins are in concordance with the electro-
physiological data [11], where two opposing effects of 2-APB on the TRPM6 
and TRPM7 currents have been shown: an up-regulation of the TRPM6 
current, but the suppression of the TRPM7 current in CHOK1 cells transiently 
transfected with TRPM6 or TRPM7. Since electrophysiological data have 
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also shown that a high (2 mM) 2-APB concentration could have an opposite 
effect on the TRPM7 channels, i.e. to increase instead of reduce current, we 
also added into the incubation medium millimolar concentration of the 2-
APB. As presented in Fig. 3.2.4, after 15 min pretreatment with 500 µM and 
with 2 mM 2-APB, two opposite effects on the fluorescence intensity of 
immunodetected TRPM7 proteins were induced: reduction versus increase of 
the immunofluorescence level at 500 µM and at 2 mM, respectively. With 
500 µM 2-APB the immunofluorescence of TRPM7 protein decreased from 
0.1492 ± 0.0022 a.u. to 0.0872 ± 0.0015 a.u. (n = 3–5, P < 0.001), but with 
2 mM the fluorescence of TRPM7 markedly increased to 0.1946 ± 0.0019 
a.u. (n = 4, P < 0.001). In contrast, 2-APB action on the fluorescence level of 
immunodetected TRPM6 protein under the same experimental conditions 
was additive, i.e. at 500 µM increase from 0.064 ± 0.0023 a.u. to 0.1281 ± 
0.0016 a.u. (n = 3, P < 0.001) and at 2 mM increase to 0.1641 ± 0.0031 a.u. 
(n = 5, P < 0.001), respectively. These data further support the concordance 
with the electrophysiological data [11]. 

 
 
 

 
Fig. 3.2.4. Effect of micro- and macromolar concentrations  

of 2-APB on the immunofluorescence of TRPM6 and TRPM7  
in human cardiomyocytes 

Quantification of the intensity of fluorescence without 2-APB (open) and with the 2-APB 
(filled) expressed in arbitrary units (a.u.). Note: Opposite changes in intensity of fluorescence 
signal detected with 500 µM and 2 mM 2-APB on TRPM7, but a qualitatively similar but 
more marked change of the TRPM6 fluorescence level. A blinded study-design (with the 
investigator reading the fluorescence not knowing the cell incubation conditions) was used 
for the detection during various experimental conditions * P < 0.001 drug vs. no drug. 
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Like extracellular divalent cations and pharmacological agents, extra-
cellular pH is known to modulate TRPM6 or TRPM7 channel function [12, 
14, 15]. The present study shows that acidification of the cell incubation 
medium also caused changes in the immunodetected TRPM6 and TRPM7 
fluorescence signals. To investigate extracellular proton effects, we used 
cardiomyocytes that were pre-incubated for 2 h in an acidic extracellular 
milieu, containing or not containing divalent cations, just before fixation. 
Extracellular acidification to pH 5.0 in the DV milieu increased the immuno-
fluorescence level of TRPM7 and TRPM6 by 1.45 fold and 3.06 fold, respec-
tively. In contrast, a similar acidification to pH 5.0 in DVF mileau suppressed 
the fluorescence of TRPM7, but consistently increased that of TRPM6 protein 
(see Fig. 4 in [203]).  

Again, for TRPM7 there is concordance with the electrophysiological 
data [14], as extracellular acidification increases current in extracellular solu-
tions containing DV cations [14, 15], but decreases current in the DVF extra-
cellular solution [14]. 

Thus, summarizing the results of this section, we could state that the 
intensity of fluorescence of TRPM6 and TRPM7 proteins depends on the 
experimental conditions under which the heart cells were incubated (medium 
ionic composition, extracellular protons concentration, TRP channel inhibitors, 
like 2-APB and CAR). Since 2-APB and CAR caused opposite effects on the 
fluorescence intensity of TRPM6 and TRPM7 proteins, this indicates that 
TRPM6 and TRPM7 proteins are modulated independently, suggesting that 
in human or porcine cardiomyocytes TRPM6 and TRPM7 compose distinct 
channels. 

3.3. Investigations of changes of TRPM6 and TRPM7  
protein expression by cardiac disease 

Our earlier electrophysiological studies indicated an influence of 
ischemic heart disease (IHD) and AF on the density of TRPM7-like current 
[14]. Therefore, we also sought to determine whether such pathological 
conditions also influence the levels of immunodetected TRPM6 and parti-
cularly TRPM7 proteins. In this study, we compared the mean levels of both 
TRPM6 and TRPM7 proteins immunofluorescence obtained in cardiomyo-
cytes from patients with a clinical history of IHD and without the disease 
condition. In general, as presented in Fig. 3.3.1, independently of the experi-
mental conditions used to incubate cardiomyocytes (i. e., presence or absence 
of extracellular divalent cations at 2 h or 12 h incubation), the immunefluo-
rescence levels of TRPM6 and TRPM7 was significantly higher in the cardio-
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myocytes isolated from heart biopsies of IHD patients compared to those 
from non-IHD patients. 

 

 
Fig. 3.3.1. Comparison of the levels of TRPM6 and TRPM7 
immunofluorescence in human cardiomyocytes from patients  

with IHD vs. non-IHD  
Quantification of the intensity of fluorescence in cardiomyocytes obtained from patients with 
IHD (filled symbols) and without such diagnosis (unfilled symbols) expressed in arbitrary 
units (a.u.). Cardiomyocytes were fixed following 2 h (A) or 12 h (B) after cell isolation 
under experimental conditions with and without divalent cations (DV and DVF, 
respectively). In all cells used P < 0.001 IHD vs. non-IHD. IHD increases the fluorescence 
level of the immunodetected TRPM6 (red) and TRPM7 (green) proteins expression. A 
blinded study-design was used for the detection of fluorescence levels during various 
experimental conditions. 
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These results were validated by protein measurements by the ELISA 
when using tissue homogenates of either non-IHD or IHD patients. ELISA 
also detected a higher expression of TRPM7 and TRPM6 proteins in all 
cardiac chamber walls of IHD patients vs. non-IHD patients [see also Fig. 6 
(A, B) in [203]. Besides, in our study, the larger levels of TRPM6 and TRPM7 
expression persisted for patients in the IHD-group independently of patients’ 
age. 

Currently, in the literature, there is no published data on TRPM7, espe-
cially on TRPM6 protein expression as assessed by immunohistochemistry. 
Therefore, we also investigated changes in TRPM6 and TRPM7 protein 
expression using immunohistologically stained tissues from either un-
diseased or diseased human heart. Fig. 3.3.2 and Fig. 3.3.3 show representative 
histotopograms of TRPM6 and TRPM7 immunofluorescent images in the RA 
tissue slices of the human heart from different patients groups (i. e., the cont-
rol, IHD, and AF). Both TRPM6 and TRPM7 proteins were detected with the 
immunohistochemical labeling with the anti-TRPM6 and anti-TRPM7 anti-
bodies in the tissue slices of the un-deseased human heart (Fig. 3.3.2 A, B) 
and of the diseased human heart from patients with IHD (Fig. 3.3.2 C, D) and 
with AF (Fig. 3.3.3) In addition, analysis of cardiac myocardial tissue sec-
tions from patients with IHD or AF revealed certain morphological changes 
in myocardial cells: cardiomyocyte hypertrophy, cardiomyocyte nucleus 
enlargement, and interstitial fibrosis. 
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Fig. 3.3.2. Demonstration of TRPM6 and TRPM7 expression by 

immunohistochemistry in the right atrium of the human heart 
Representative images of immunolabeled TRPM7 and TRPM6 proteins, obtained from the 
RA tissues on the longitudinal slices from two different patients: (A, B) control patient (car 
victims) and (C, D) IHD patient, respectively. The area labeled with the square bars 
corresponds to the images presented below on a larger scale. Alexa Fluor 488 for the TRPM6 
and TRPM7 protein appear in green. Alexa Fluor 555 for the cell membrane surface labelling 
with WGA appear in red, and Hoechst 33342 for the nucleus staining appear in blue. Note: 
The membrane staining option was chosen for visualisation of cardiomyocyte contour. 
Arrows indicate channel localization in the cell membrane. The horizontal scale bars 
indicates 20 µm. 
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Fig. 3.3.3. Demonstration of TRPM6 and TRPM7 expression by 

immunohistochemistry in the right atrium of the human heart with AF 
Representative images of immunolabeled TRPM7 and TRPM6 proteins, obtained from the 
RA tissues on the perpendicular (A, B) and longitudinal (C, D) slices from the patient with 
AF. The area labeled with the square bars corresponds to the images presented below on a 
larger scale. Alexa Fluor 488 for the TRPM6 and TRPM7 protein appear in green, Alexa 
Fluor 555 for the cell membrane surface labelling with wheat germ agglutin (WGA) appear 
in red, and Hoechst 33342 for the nucleus staining appear in blue. Note: The membrane 
staining option was chosen for visualisation of cardiomyocyte contour. Arrows indicate 
channel localization in the cell membrane. The horizontal scale bars indicates 20 µm. 
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To our knowledge, no reports have examined the expression of the 
TRPM6 and TRPM7 channels in histological sections of myocardium 
exposed to primary antibodies with the anti-TRPM6 and anti-TRPM7 and 
stained with Mayer’s hematoxylin as well as with the immunofluorescence 
labeling. Generally, the existing studies focused on the quantitative evalua-
tion of the fibrosis, in the histological preparations by using just the staining 
of the collagen tissues and demonstrating the presence of a large fibrotic area 
in the extracellular matrix during the terminal stage of heart failure or of atrial 
fibrillation of the human heart. In the present study, expresion of both proteins 
was revealed in histological slices using either the chromogenic (see Fig. 7 
and 8 in [203]), or the immunofluorescence staining (see Fig. 3.3.2 and 
Fig. 3.3.3). We demonstrate, that TRPM6, as well as TRPM7 proteins, are 
inhomogeneously distributed mainly in the intracellular structures of 
cardiomyocytes, viewed by green fluorescence pigments. However, the 
expression also could be detected in the cell membrane region as well, but to 
a much smaller amount (indicated by arrows in Fig. 3.3.2 and Fig. 3.3.3). In 
addition, a view from Fig. 3.3.4 suggests, in cases with the end-stage of HF, 
a lot of green immunofluorescences also could be obtained from the 
extracellular matrix, which is composed of cardiac fibroblasts, the 
endothelium cells of blood vessels, collagen fibers, and of the other structures. 
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Fig. 3.3.4. Demonstration of TRPM7 expression by immunohistochemistry 

in the right atrium of the human heart with the end-stage of HF 
Representative images obtained from the RA tissues obtained from an explanted human 
heart: Alexa Fluor 488 for the TRPM7 protein appear in green (A), Alexa Fluor 555 for the 
cell membrane surface labelling with WGA appear in red (B) and Hoechst 33342 for the 
nucleus staining appear in blue. Merged view of immunostaining is in (C). The area labeled 
with the square bars corresponds to the images presented below on a larger scale. Notice: 
WGA labels not only the cell membranes. According to the literature [236], the WGA stains 
both the cellular membranes and the capillaries. White and yellow arrows show cardiomio-
cytes and extracellular matrix, respectively. The horizontal scale bars indicates 100 µm. 

Next, for comparison, we also verified whether or not similar distribution 
of the expressions of both TRPM6 and TRPM7 proteins could be obtained 
with the immunohistochemical examination of young and healthy porcine 
heart tissues (Fig. 3.3.5). 
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Fig. 3.3.5. Identification of TRPM6 and TRPM7 protein expression  

by immunohistochemistry in the right atrium of the pig heart 
Representative immunofluorescence images were obtained from the RA tissue from the per-
pendicular (A, B) and longitudinal (C, D) slices, respectively. The area labeled with the 
square bars corresponds to the images presented below on a larger scale. Alexa Fluor 488 for 
the TRPM7 and TRPM6 protein appear in green, Alexa Fluor 555 for the cell membrane 
surface labelling with WGA appear in red, and Hoechst 33342 for the nucleus staining appear 
in blue. Notice: A smaller expression of the TRPM6 and TRPM7 proteins in the cell membra-
ne (arrows) compared with their intracellular localization. The horizontal scale bars indicates 
20 µm. 

Evaluation of those histological samples confirmed, that in the porcine 
heart, like in humans, the TRPM6 protein is expressed, and could be detected 
by immunohistochemistry. The color intensity analysis revealed that the 
expression level of TRPM6 was noticeably lower than that of TRPM7 protein. 
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In addition, the membrane staining option, using WGA fluorescently conju-
gated with the Alexa Fluor 555 fluorophore, allowed localization of the 
TRPM6 and TRPM7 proteins in the cell membrane (indicated by arrows in 
the lowest row). 

Fig. 3.3.6 illustrates the quantification analysis of immunofluorescence 
obtained from histological preparations (A and B) in comparison to those in 
isolated cardiomyocytes (C) detected from the experimental animals and from 
patients with different pathologies. These data demonstrate that independent 
on experimental conditions, the immunofluorescence level of both TRPM6 
and TRPM7 proteins was significantly increased in cardiac tissues under such 
diseases as the IHD (from 1.6728 ± 0.1160 a.u. to 1.9103 ± 0.0421 a.u., and 
from 2.4442 ± 0.0518 a.u. to 3.0121 ± 0.0909 a.u., respectively; n = 20, 
P < 0.05) and the AF (from 1.7554 ± 0.0798 a.u. to 2.4268 ± 0.0665a.u., and 
from 2.6966 ± 0.0836 a.u. to 3.1554 ± 0.1082 a.u., respectively; n = 20–25, 
P < 0.05). Whereas in porcine right atrial tissue slices the fluorescence of the 
TRPM6 and TRPM7 proteins was much lower and was 0.8920 ± 0.0175 a.u. 
and 1.6827 ± 0.0384 a.u., respectively (n = 12–15, P < 0.05). The same ten-
dency was detected in isolated cardiomyocytes also (see Fig. 3.3.6 (C) and 
Fig. 3.3.1). Under both cardiac pathologies, such as IHD and AF, the expres-
sion of both tested proteins (TRPM6 and TRPM7) in human cardiomyocytes 
increases. 
 

 
Fig. 3.3.6. Quantification of both the TRPM6 and TRPM7 

immunofluorescence intensity levels in the heart with and without  
the pathology 

Fluorescence intensity levels of TRPM6 (open) and TRPM7 (filled) channels calculated from 
the RA tissues in histological slices of the human heart, which were grouped according to 
absence or presence of heart disease of patients: into the non-IHD vs. IHD group (A), into 
the SR vs. AF group (includes all patients under investigation, i.e., with/without ischemic 
disease) (B) obtained by immunohistochemistry, and in isolated cardiomyocytes (C) obtained 
by immunofluorescence. For comparison data obtained from porcine RA tissues and cells are 
shown, as indicated. Mean data provided in arbitrary units (a.u.). # P < 0.05 human (SR) vs. 
pig; * P < 0.05 AF vs. SR; $ P < 0.05 IHD vs. non-IHD.  
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In summary, the above results provide consistent evidence for the expres-
sion of both TRPM6 and TRPM7 proteins in the human heart and in the 
porcine heart. Just the expression level of TRPM6 and TRPM7 channels in 
the porcine heart is lower, compared to that in the human heart, especially for 
the TRPM6 channels. We also show, for the first time, that ischemic heart 
disease, also AF, upregulates the expression of TRPM6 and TRPM7 proteins 
in the human heart. Such an increase in the expression of both proteins sug-
gests that both TRPM6 and TRPM7 channels are involved in the pathophy-
siology of IHD as well as AF. Also, these data are in concordance with our 
earlier observation of the electrical changes obtained on TRPM7-like 
currents. 

3.4. Role of Mg2+-sensitive currents in the cardiac action potentials 
As was mentioned above, cardiac Mg2+-sensitive channels [12, 219] are 

permeable to Ca2+ and Mg2+ [12], and both are involved in the homeostasis 
of Mg2+ [3, 76, 77, 79]. At the resting membrane potential (RP), the trans-
membrane potential gradient favors the inward flow of DV cations, such as 
Mg2+, via Mg2+-sensitive TRPM6- and TRPM7-like channels, consistent with 
the channel’s role as a pathway for DV cation entry. Consequently, the inward 
flow of DV cations into cells through the channels could have an effect on the 
intracellular concentrations of the divalent cations [8]. The contribution of the 
Mg2+-sensitive currents to the cardiomyocyte electrical activity is unknown. 
It could be supposed, that monovalent cation effluxes through Mg2+-sensitive 
channels at positive potentials could contribute to action potentials (AP), but 
such the possibility has not been tested. 

During an AP, the positive potentials reached can cause monovalent 
cation efflux via TRPM6- TRPM7-like channels, for which the role remains 
unclear. We, therefore, examined the role of the cardiac Mg2+-sensitive 
current in the AP of pig cardiomyocytes, for which outward currents do not 
contain transient outward K+ (Ito) since the corresponding channels are not 
expressed in this species [208, 209]. The experiments were performed at 
36 °C using K+-containing intra- and extracellular solutions. To detect 
electrical activity of cardiac myocytes, we recorded the total currents using a 
whole-cell voltage-clamp, as well as the RP and AP using the current clamp 
(see Fig. 1 in [210]). The cells were internally dialyzed and extracellularly 
perfused with solutions known to activate (the Mg2+-free solution ([Mg2+]i ≈ 
0 mM) or inhibit (the Mg2+-free solution [Mg2+]i = 0.8 mM) the currents. The 
cells were extracellularly perfused with the Tyrode solution with either 
physiological levels of Mg2+ concentration ([Mg2+]o = 0.9 mM) or with high 
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Mg2+ ([Mg2+]o = 7.2 mM), which is known to cause a complete suppression 
of any activated Mg2+-sensitive current [12]. 

In these two groups of cells, there was no difference in the RP, which were 
also not changed by raising [Mg2+]o from 0.9 mM to 7.2 mM (Table 3.4.1). 

Table 3.4.1. Summary data of RP and APD in cardiomyocytes dialized with 
0.8 mM [Mg2+]i and ≈ 0 mM [Mg2+]i and superfused with extracellular solu-
tions containing 0.9 mM [Mg2+]o or 7.2 mM [Mg2+]o 
 0.8 mM [Mg2+]i (n = 9) ≈ 0 mM [Mg2+]i (n = 10) 

[0.9 Mg2+]o [7.2 Mg2+]o [0.9 Mg2+]o [7.2 Mg2+]o 
RP (mV) –79.9 ± 2.6 –81.0 ± 2.1 –78.4 ± 2.8 –77.4 ± 3.7 
APD30 (ms) 145.5 ± 14.5 136.5 ± 15.1 100.4 ± 14.8 143.6 ± 19.9 
APD50 (ms) 216.6 ± 19.6 196.6 ± 21.0 145.6 ± 16.1 189.8 ± 22.4 
APD90 (ms) 238.0 ± 48.0 231.0 ± 46.0 178.9 ± 14.2 225.2 ± 21.3 

RP – resting membrane potential, APD30, APD50 and APD90 – action potential duration 
measured at 30%, 50% and 90% of repolarization, respectivelycijai. Notice: noticeable APD 
lengthening in cells dialyzed with ≈ 0 mM [Mg2+]i when extracellularly perfused with 
7.2 mM [Mg2+]o. Stimulation frequency: 1 Hz. * P < 0,05 (n = 9–10). 

Under voltage-clamp conditions using voltage ramps between –120 mV 
and +80 mV, an outward rectifying current was present at positive potentials 
in cells dialyzed with zero [Mg2+]i. The current was suppressed by raising 
[Mg2+]o and was absent in cells dialyzed with physiological [Mg2+]i, indi-
cating that it was due to the intracellular Mg2+-sensitive (TRPM6- and 
TRPM7-like) current. Under these conditions, a large inward current 
consistent with the presence of the inward rectifier K+ current IK1 was 
observed. There was no difference in the current-voltage relationship between 
the current after dialysis and superfusion with extracellular solution 
containing 0.9 mM [Mg2+]o and that in the presence of 7.2 mM [Mg2+]o (see 
Fig. 1 (A and C), insets in [210]), indicating that the changes of [Mg2+]o did 
not affect IK1.  

After recording membrane currents under a voltage-clamp, we switched 
to the current-clamp mode to record the action potentials in the same cells 
(see Fig. 1 (B and D) in [210]). Under the control conditions (extracellular 
Mg2+ concentration, [Mg2+]o, of 0.9 mM), the AP was shorter in cells dialyzed 
with Mg2+-free internal solution (~ 0 mM [Mg2+]i). Whereas raising extra-
cellular Mg2+ ([Mg2+]o to 7.2 mM) increased the APD in cells dialyzed with 
zero [Mg2+]i, but increasing ([Mg2+]o had no effect in those dialyzed with 
0.8 mM [Mg2+]i (Table 3.4.1). 
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Taken together, these results show that the cardiac AP is modulated by 
an outward-rectifying current activated by dialysis with 0 mM [Mg2+]i, and 
suppressed by high [Mg2+]o. Since this current was absent in the cardiomyo-
cytes with 0.8 mM Mg, it is likely due to TRPM6 and/or TRPM7. 

These results suggest that, under physiological conditions, the Mg2+-sensi-
tive current is not expected to alter APD given that the current is largely sup-
pressed by physiological [Mg2+]i. However, the current may contribute to 
APD if the sensitivity to physiological [Mg2+]i is decreased by other regula-
tory factors. In the present study, we show that the expression of the TRPM6 
and TRPM7 channels is modulated by incubation in DV cation-free extra-
cellular solutions. Thus, the contribution of the Mg2+-sensitive current to the 
AP may vary depending on the status of the extracellular divalent cation 
homeostasis. 
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CONCLUSIONS 
1. In this study, we for the first time identified the presence of TRPM6 

channel protein in both human and porcine cardiomyocytes. Also, we 
found for the first time that both TRPM6 and TRPM7 Mg2+-sensitive 
channel proteins are co-expressed in all four parts of the heart. Higher 
protein expression of these channels was found in the right parts of the 
heart. 

2. Assessing the effects of modulating factors (divalent cations, acidosis, 
and TRP channel blockers, such as 2-APB and carvacrol) in the cardio-
myocytes of human and porcine heart, we found that these channels are 
not related and may function indepedently from each other. 

3. We found that under chronic cardiac pathology, such as IHD and AF, the 
expression of both tested proteins (TRPM6 and TRPM7) in human 
cardiomyocytes increases, which may contribute to the pathophysiology 
of cardiovascular disease.  

4. In studies with the cardiomyocytes of porcine heart we detected that 
under physiological conditions, Mg2+-sensitive current is not involved in 
the formation of action potential. Conversely, when intracellular Mg2+ 
concentration decreases the duration of AP is shorter and sensitive to 
changes of extracellular Mg2+ concentration. It is likely that the 
Mg2+-sensitive current may contribute to APD if the sensitivity for 
intracellular Mg2+ is decreased by pathological conditions or channel 
mutations or if intracellular Mg2+ concentration is decreased to low levels 
by a disease such as chronic hypomagnesemia. 
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