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Bevezetés

1. A fejlesztés alatt all6 gyogyszerek proaritmias
mellékhatasainak megbizhaté felmérése a kiemetosésagu, mivel
a gyoégyszer-indukalta ritmuszavarok, kéztik a Tdesade Pointes
(TdP) kaotikus kamrai tachycardia kamrafibrillaaahés hirtelen
szivhalalhoz vezethet. Klinikai korilmények koézéa TdP
elérejelzése nagyon nehéz feladat, hiszen nagyonnritkédul eb
(1:100 000), ugyanakkor az egyes gyogyszerekketedisggésbe
hozhatd hirtelen szivhalal esetek szamos, a tdrapi&gyébként
igen sikeres hatéanyag visszavonasat eredményeztékitos
megjegyezni, hogy a jelenlegi szivelektrofiziolddiztonsagossagi
vizsgalati modszerek leginkabb a gyoégyszerjelogyidetek hERG
blokkolo, illetve azok kamrai szivizom repolarizicmegnyuijtd
hatdsainak tesztelésére koncentralnak legtobbszgészeéges
szbveteken és kisérleti allatokon. igy nem megldmpgy a fenti
kardiovaszkularis biztonsagossagi tesztek nem pidtak elég
érzékenynek. Nagyszamu allatkisérletes és humaikdiivizsgalat
igazolta, hogy a repolarizaci6 megnyulas mértéka nautat szoros
Osszefuiggést azzal, hogy &Bb kifejlddnek-e sulyos kamrai
ritmuszavarok. Ezekben az esetekben a QT intemaljelents
megnyulasa nélkil a repolarizaciés tartalék csok&en amely
kovetkezményesen fokozza az aritmiak kialakulasésmdmbeni
érzékenységet. A repolarizaciés tartalék koncepnily Iényege,
hogy a fiziolégids szivizom repolarizacio létrefitit felebs
kilonféle kaliumaramok némi redundanciat mutatné&, az egy
kaliumaramot érirt velesziletett vagy szerzett (pl. nem
kardiovaszkularis gydgyszer mérsékelt kaliumarantlogdatasa
miatti) funkciocsokkenés nem feltétlenil vezet Kailag manifeszt
repolarizacié megnyulashoz, mivel a tébbi aram esddt funkciot
pétolni képes. Ha a repolarizicios tartalék bksg akkor egy
masik, eredetileg nem érintett repolarizalé aramabbi géatlasa
aranytalanul nagymértékeepolarizacié megnyulast és sulyos kamrai
aritmiakat eredményezhet. A Kkisérletes bizonyitékak ké$i



egyeniranyité kaliumaram lassu komponensének ) (I
kulcsfontossagu szerepet tulajdonitanak a kamrablaeizacios
tartalék létrehozasaban, ugyanakkor mas kaliumaaslentsen
hozzajarulhatnak a repolarizaciés tartalékhoAz embsok
kilonbds fajaiban jeleris eltérés tapasztalhatd a kulcsfontossagu
repolarizald  kaliumcsatorndk expresszidja tekiftete igy
kutydkban és nyulakban is, melyek gyakran haszrajok
proaritmias allatmodellekben. Ennek megfédel jogos a feltevés,
mely szerint a species specifikus ioncsatorna asgié eltérések
kaliumcsatorna gatldé szerek adagolasat kinrefajtél figg és igen
eltés valaszokat okozhatnak. Az ilyen kilénbségek siigmsan
befolyasolhatjak a kilénbézproaritmias modelleken nyert kisérleti
eredmények human kortlményekre valé extrapolalasptanakkor
a mai napig nem tisztazott, hogy a species spesifidliumcsatorna
expresszi0 eltérések hogyan befolyasoljadk a ritenesok
kialakulasat kutya és nyul proaritmia modelleken.

2. A kamrai repolarizacié6 adaptacié zavarainak egysikna
fontos aspektusa is szignifikdns szerepet jatsahatilyos kamrai
ritmuszavarok és hirtelen szivhalal kialakulasabaflinikai,
allatkisérletes és elméleti (szamitégépes szimigficvizsgalatok
eredményei szerint a szivfrekvencia hirtelen megrdka az EKG
melynek hatterében a révidtavu kardidlis memoériade alinak. Az
elnyult szivfrekvencia QT intervallum adaptacioveendelke?
betegek bizonyitottan nagyobb kockazattal rendekkezsulyos
szivritmuszavarok és hirtelen szivhalal kialakulds&intetében.
Ezen felll, klinikai adatok szerint az amiodarordukalta QT
intervallum szivfrekvencia adaptacié fokozédasamektéke a szer
antiaritmias hatékonysaganak markereként haszdalbiglyanakkor
a rovidtavlu kardidlis memoria aritmiak keletkezésehbetoltott
szerepének fontossagat hangsulyozé kisérletesybigink ellenére
a hattérben all6 ionaram mechanizmusokrol meygléwmereteink
hianyosak és ellentmondasosak.



Célkitiizések

1. A mai napig nem tisztazott, hogy a fajspecifikaévizom
kaliumcsatorna expresszié eltérések hogyan befolighs két,
proaritmias modellekben gyakran hasznalt fajonadakuldé kamrai
ritmuszavarokat. Korabbi adatok szerint a repofaniizs tartalék
aram gatlasa révén létrehozott hgdtése az azt kovétly, gatlas
soran egyforma mértékben fokozta a ritmuszavarontiir
érzékenységet kutydkon és nyulakon. A repolarigdartalék
létrehozasaban a kézelmultban gz dram szerepe is fehdmtott. A
tézisek alapjat képézels) kisérletsorozatban ag;lés ks, valamint
az ki és Lk, aramok kombinalt gatlasanak az EKG kilorboz
hagyomanyos paramétereire és a gyogyszer-indukdigP
ritmuszavar difordulasi gyakorisagara kifejtett hatasait vizsgalt
éber kutyan és altatott nyulon. Vizsgalataink tatdsépezte tovabba
az, hogy a TdP ritmuszavar kialakulasaval parhuzamo
ndvekedett-e a rovidtava QT intervallum variabgitéinely egy (j, a
gyogyszerek indukalta ritmuszavarok megbizhatolivegllzésére
javasolt szamitott EKG paraméter.

2. A tézisek alapjat képézmasodik kisérletsorozat célja a
szivizom repolarizaci6 adaptacidjanak egy masik tden
aspektusanak tanulmanyozasa volt: vizsgaltuk a @E&niallum
szivfrekvencia  adaptaciojanak  hatterében  all6  mmar
mechanizmusokat és ezek kapcsol6dasat a proaritmi@sokhoz.
Kisérleteket végeztink a QT intervallum frekvenadaptaciot
meghataroz6 ionaramok azonositdsa céljabdl, vatamaimnak
tisztazdsara, hogy ezen mechanizmusok megvalteataltédgyan

vezet ritmuszavarok kialakulasahoz.



Modszerek

Etikai megfontolasok, kisérleti allatok

Minden Allatkisérletet az NIH Laborat6riumi Allatok
Kezelésének és Hasznalatanak Iranyelveivel 6ssbhangégeztiink
(NIH Publikaci6 No. 85-23, 1996-os revizid). A kisdi
protokollokat jovahagyta a Szegedi Tudomanyegydttumkahelyi
Allatkisérleti Bizottsaga (engedélyszam: 1-74-1Z®2 és |-74-5-
2012) és azokat a Csongrad Megyei Bgzdasagi Szakigazgatasi
Hivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészsggigazgatosaga
engedélyezte (engedélyszam: XI111/01031/000/2008 és
Xl111/1211/2012).

A kisérletekhez mindkét ndin10-20 kg tdmeiy Beagle és
keverék kutyakat, valamint 2-3 kg tonigg50 mg/kg (i.v.)
tiopentallal altatott him Uj-Zélandi fehér nyulaketsznaltunk.

EKG vizsgalatok éber kutyakon és altatott nyulakon

A kisérleti alapértékeket 20 perces stabilizalégésiodust
koveben mértik. Hikisérletekben meghataroztuk a tovabbi
kisérletekben alkalmazanddé BaCHdozisokat. A kutyak els
csoportja (n=7) ékzor az |, gatlé BaCj—ot (3 mg/kg), majd az/
gatlé dofetilidet (25pug/kg) kaptak i.v. 20 perces stabilizacios
periodus elteltével, a méasodik csoportban az &léis6) ebszor az
Ixs gatlo HMR 1556-ot (1 mg/kg) kaptak, melyet az gatlé BaCj
(3 mg/kg) kovetett 5 perces folyamatos inflzio féjaban, 20
perces stabilizacids periddus utan. A nyulak elsoportja (n=7) az
Ix1 inhibitor BaC} (0,3 mg/kg) infaziot koveéen az L, blokkolo
dofetilidet kaptak (25ug/kg), 20 perccel a Baghdagolas utan. A
masodik csoport (n=7) azsl blokkol6 HMR 1556 (0,1 mg/kg)
adasat kovéen az k; gatlé BaC) (0,3 mg/kg) infaziéban részesilt
20 perccel a HMR 1556 beadasat kdéeet A regisztralt
elektrokardiogramokat digitalizaltuk és kési analizis céljabdl
szamitogépen taroltuk National Instruments regidztperendezés és



SPEL Advanced Haemosys szoftver segitségével. A B, QT
intervallumokat 30 egymast kdveszivciklus atlagaként mértik (a
Jbeat-to-beat” rovidtavlu variabiliths szamitadsdhozinimalisan
szilkséges szivciklusok szama). Kutyadkban a frekadwarigalt QT
intervallumok értékét (QTc) a kutydk esetére jaltas@plettel
szamoltuk: QTc = QT - (0,087 * (RR-1000)), mig rakban a QTc
szamitasara az altatott nyulakra javasolt formal&lmaztuk: QTc
= QT - (0,704 * (RR-250)). A szivfrekvencia és rigpizacio ,beat-
to-beat” idbeli instabilitasanak jellemzésére szamitottuk & 3
QT intervallumok révidtava variabilitasat (STV). ATV szamitadsa
kordbbi  részletes matematikai analizisen alapul és
kévetkesképpen szamithatd: STV E|Dn.1-Dy| (30x/2)?, ahol D a
QT vagy RR intervallum hossza.

Akcios potencial mérések konvencionalis mikroetektechnikaval

Tiopentallal tortéd intravénas tllaltatds utan a
kutyasziveket gyorsan eltavolitottuk jobb oldali likesnyitast
koveten és a kovetkéz dsszetétdl oxigenalt moddositott Locke
oldatba helyeztik (6sszetétel mM-ban megadva): N20| KCI 4,
CaCl 1.0, MgC} 1, NaHCQ 22, és gliik6z 11. Az oldat pH-jat 7,35
és 7,4 kozé éllitottuk be 3Z-on 95% Q@ és 5% CQ keverékével
szaturalva. A job kamrai papillaris izompreparatéatol000 msec
ciklushossz (CL) mellett ingereltik az egyensulyilagot
kialakulasaig bipolaris platina elektrodokkal. Aariszmembran
potencidlokat 3 M KCL oldattal feltoltétt, 5-20 M ellendllassal
rendelked hagyomanyos Uveg mikroelektrodakkal mértik. A
regisztratumokat nagy impedanciaval rendelkezszcilloszképhoz
kapcsolt efsitdvel készitettliik. Az elektrofiziologiai paramétereke
“Action Potential Evaluation Software” segitségénrtiik (APES)
és az akciés potencial jelletiket EvokeWave szoftverrel a
kovetked paraméterekkel értékeltiik: akciés potencial amgét
(AMP), depolarizacio felszall6 aganak maximalisess&ge (Vay,
nyugalmi potenciél és az akciés potencigtadtama 10%, 25%,
50%, 75% és 90% repolarizacié mellett (ARDAPD,s, APDsp,



APD;s and APDg). A kontroll alapmérések utan szelektiy (30
UM BacCl), I (100 nM dofetilid), ks (IuM HMR 1556) blokkol6
jelenlétében, és ezek kombinacidinak repolarizacidstalék
sZikitése céljabdl valé adagolasat ket végeztiink méréseket. Az
akcios potencial 90%-os repolarizacié mellett mdttartamanak
(APDgy) frekvencia adaptaciéja a  kovetkez protokoll
felhasznalaséaval tortént: a preparatum ingerléf€ bis ciklushossz
mellett egyensulyi allapotig, ezt koédenh a ciklushosszat
Iépcszetesen 600 ms-ra valtoztattuk 10 percen kere@zyorsitas)
és vissza 1000 ms-ra Ujabb 10 perc alatt (lajsitasiklushossz
lépcszetes véltoztatdsa mellett az AfDadaptaciojanak két,
kuldnbo® idéallandoval foyors €S Tiass) jellemezhed fazisait
figyeltik meg, melyeket az akcidés potencial valoz@bbeli
lefolydsa megfelél szakaszanak exponencidlis fiiggvénnyel vald
illesztésébl szamitottunk : f(t) = a + b & A Ty €S Tiasss
idoallandokat a ciklushossz ndvelése és csokkentésén sis
meghataroztuk. Az AP§ frekvencia adaptacidjat kontroll
korilmények kozott, majd Bagl HMR 1556, dofetilid, &,
blokkolé (3uM nisoldipin), és (.« blokkolo jelenlétében (600 nM
strophantin) is értékeltik.

Statisztikai analizis

A TdP ebfordulasi gyakorisagat szazalékban adtuk meg és
a csoportok kozotti gyakorisagok 6sszehasonlitagératesztet
haszndltunk Yates korrekcié alkalmazasaval. Mindeds értéket
atlag + SD formaban adtunk meg. A csoportokon belll
O0sszehasonlitasokhoz  varianciaanalizist kiret (ANOVA)
Bonferroni tesztet hasznaltunk és a kiléribégoportokat paronként
Student “t” prébaval hasonlitottuk 6ssze. A stditisz szignifikancia
elfogadott hatarértéke p<0,05 volt.



Eredmények és megbeszélés

AZ katly, és ki+lks kombinalt gatlasa kilénbéen befolyasolja a
sziv repolarizacios tartalékat és az aritmia érndlsgget kutyaban
és nyulban

A tézisek alapjat képézelss kisérletsorozatban az;l
farmakoldgiai gatlasaval, valamint az, lgatlas és & vagy k.
kombinalt géatlasaval elért repolarizaciés rezerwszidtésének
hatasait vizsgaltuk killonféle EKG paraméterekrelamt a
tipikusan gyogyszer-indukalta ritmuszavar, a TdRldkulasara. A
szivfrekvenciat mindkét fajban szignifikansan csilette a
kombinalt k;+lx, blokk, mig az li+lxs gatlas csak nyulakban
csokkentette azt. Az valamint az }; gatlasa dnmagaban csak
kutyakban nyujtotta szignifikansan a QTc intervaltt, nyulakban
nem. A kombindlt kdliumcsatorna gatlas kivaltottRcQmegnyulas
nem mutatott 6sszefliggést a #dls kialakulé TdP aritmiadkkal egyik
fajpban sem.

Eredményeink szerint azyilly, és kitlks kombinalt
farmakoldgiai géatlasa a repolarizacios tartalék zilddését
eredményezte és gyakori TdP kialakuldshoz vezélett kutydkban
és altatott nyulakban. Ugyanakkor a kutydk és nyyklents
kilonbséget mutattak a TdP kialakulas mintazatalaarg utalva,
hogy a két fajban a vizsgélt ionaramok legaldbb stgre eltdr
viszonylagos szerepet tolt be a repolarizaciéalktiétrehozasaban.
Ett6l eltérsen laboratériumunk munkatarsai korabbi tanulmangnkb
kimutattak, hogy azl+lk, kombinalt gatlasa utan mindkét fajban
gyakran fordult é TdP aritmia, és a ritmuszavarok kialakulasaval
parhuzamosan a rovid-tava QT intervallum variahdinak (ST¥r)
jelens emelkedését tapasztaltak. Jelen tanulmany erg@nén
szerint kutyakban gyakran fordultéelTdP az k;+lxs kombinalt
gétlasat koveéen (67% vs 14% nyulakban). Nyulakban viszont az
I+l kombinalt gatldsa vezetett a TdP gyakorisag jé&ent
emelkedéséhez (72% vs 14% kutyakban). A TdP ritewesz



gyakorisaganak novekedésével parhuzamosan az ST
emelkedett mindkét modellben.

Az lys repolarizaciés tartalékban bizonyitottan betoltott
kulcsszerepe mind allatokban és emberekben ispdéit. Emellett
néhany tanulmany ravilagitott a tényre, hogy azeximgzivben mért
csokkent ks denzitAs miatt a repolarizacios tartalék emberben
gyengébb, mint kutyakban. Az irodalom nyulakbarskigs aramot
és fokozott TdP érzékenységet ir le, melyet @z pralegysége
(minK) alacsony exressziojanak tulajdonitottak. Eae eredmények
is mutatjdk, hogy az {4 repolarizacioés tartalékban betoltott,
viszonylag ol jellemzett szerepe ellenére a nybdakés kutydkban
tapasztalt Js expresszid és denzitds kilonbségek az eredmények
huméan extrapolalasat nagyon megnehezitik. Egy mdiénts
repolarizalé aram, azy{ szerepe is felvétott a repolarizacids
tartalékban. Az, aram létrehozasaért kilonisoesatorna altipusok
lehetnek felglsek (a Kir2.1, Kir2.2, Kir2.3, Kir2.41— alegységek).
Kordbbi tanulmanyok a Kir2.x proteinek szignifikans elté6
expresszidjat  mutattdk ki kidlonk®z fajokban.  Nyul
szivizomsejtekben Kir2.1 és Kir2.2 heteromerek ékapcsolédasat
figyelték meg, mig kutydkban a Kir2.2 és Kir2.4mg minimalis
volt, és emberben a Kir2.3 mMRNS expresszi6 a Kir2.1
kifejezodéséhez volt hasonld, tovabba a Kir2.1 mRNS expi@ss
haromszor nagyobb volt kutyakban az emberben nigaieképest.
Az irodalmi adatok és a jelen tanulmany eredmérsaerint a
kifejezettebb |; és ks miatt kutydkban éisebb a repolarizaciés
tartalék a masik két fajhoz viszonyitva. Ennek kkeetében a nyul
proaritmia modellek, melyek a farmakoldgiai Utorérelszivizom
repolarizaciés tartalék begdtésén alapulnak, fokozottabb aritmia
érzékenységet mutathatnak és hasznosabbak lehaetirgka kutya
modellek a szivizom repolarizaciéra haté szerekreotta
elektrofiziolégiai  valaszok megfelel human relevanciaju
elérejelzésére. Jelen eredményeink arra is felhiviédyaImet, hogy
fokozott korlltekintést igényel a gyogyszerjeloltegylletek



proaritmias kockazatanak nyudl és kutya modellekgertnadatokra
alapozott értékelése.

A hirtelen szivfrekvenciavaltozast kd@vetpolarizacié adaptacio
mechanizmusainak vizsgalata

A QT intervallum hirtelen szivfrekvenciavaltozashvie®s
lassi adaptacidja, melyet rovidtava kardidlis meamak is
neveznek, az aritmia kockazat és hirtelen szivhalélsolt klinikai
mutatoja. A tézis alapjat képezmasodik kisérletsorozatban az
akciés potencial szivfrekvencia adaptaciojat (909a-epolarizacio
mellett; APDy) vizsgaltuk, mely az EKG felvételen kdvetheT
intervallum szivfrekvencia adaptacié cellularis nfeseztaciojanak
tekinthet. Ezen vizsgélatok egy nagyobb voluriemunka részét
képezték, mely soran elméleti (szamitégépes mddawiletdrtént
szimulaciok) és kisérletes modellek egyiittes falhakisaval kerdilt
a QT intervallum és akcids potencial hossz frekieralaptacidja
hatterében all6 ionaramok szerepének, és ezek ijpnaes
hatdsokban betoltétt szerepének vizsgalata. Kutydvizem
preparatumokon végzett kisérleteink eredményeiirdzez APD
frekvencia adaptaciojanak két, jol elkilonith&izisa van: egy gyors
kezdeti fazis, melyettyos 12.95+2.25/15.81+3.87 méasodperces
idéallandéval, és egy masodik lassu fazis, melyBiss;
176.10+43.41/226.07+51.78 masodpersaithndéval jellemeztiink.
A tovabbiakban fontos szivizom ionaramok APD frekcia
adaptaciéban betdltott szerepét vizsgaltuk a ldsgrtotokoll soran
szelektiv ionaram blokkol6k adagolasaval: 250 nM RINI556 (ks
gatlas), 100 nM dofetilid £} gatlas), 3quM BaCl, (Ix; gatlas), JuM
nisoldipin (k,, gatlas), 600 nM strophantingk gatlas).

Eredményeink szerint, melyeket a szamitégépes inodel
eredményei is megésitettek, azd,. €s ks aramok a szivfrekvencia
repolarizacié adaptacié gyors fazisdban meghatéjeleatsédiek,
mig az L« dinamikaja kritikusan fontos az adaptacio viedassu
fazisdban. Medfigyeléseink bizonyitjak, hogy aglgatlasa, mely



miokardialis iszkémia esetén, valamint szivelégisdgben szenvéd
betegekben is kialakul, cs6kkent APD adaptacibhezet; és
proaritmias rizikéfaktor lehet. Az\lk gatlasa miatti jeledsen
megnovekedett,ss; fokozza az akcids potencial haromszdgesedését
és ebsegitheti az d,, aram Ujraaktivalodasat, ezaltal novelheti a
késsi utddepolarizaciok kialakulasanak esélyeit. Az ES bay
eseteiben eltér eredményeket kaptunk. A kisérleti eredményeink
szerint az Js aram csokkenését késleltetett APD gyors fazis
adaptécioval lehet 6sszefliggésbe hozni, mig-azhlokk az APD
adaptécio gyors fazisdnak fokozddaséhoz vezetetgjedyzend,
hogy az &, gatldssal kapcsolatos eredmények a szamitdgépes
modell ebrejelzéseivel nem egyeztek meg, ravilagitva anjets
human sziv akciés potencial szimulaciés modell yodesagaira.
Erdekes moddon az «l géatlds nem befolyasolta az APD
szivfrekvencia adaptacidjat, és ezek az eredmémeagegyeztek a
szimulaciés direjelzésekkel. A kisérletsorozat a kamrai
repolarizacié szivfrekvencia adaptaciojanak mecmansaira, és a
hozzéajuk kapcsolédd proaritmias kockazatra vonatthnzfontos (j
ismeretek megszerzéséhez vezetett.
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