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Bevezetés

Hirtelen szívhalál, kamrafibrilláció és a repolarizációs rezerv

Európában és Észak-Amerikában a hirtelen szívhalál (sudden

cardiac  death,  SCD) éves  incidenciája  50–100 eset  100 000

főre  kivetítve,  és a  szívbetegek  körében  a  halálozás  közel

feléért  az  SCD  tehető  felelőssé.  Az  SCD  leggyakoribb

mechanizmusa a kamrafibrilláció (VF), amely egy komplex és

nem teljesen tisztázott jelenség a szívben.

A  megnövekedett  repolarizációs  diszperzió  következtében

kialakuló kamrafibrilláció mechanizmusa

Élettani  körülmények  között  a  szívre  hosszú  és  konzisztens

effektív  refrakter  periódus  (ERP)  és  gyors  ingerületterjedés

jellemző,  ami  biztosítja  a  depolarizációs  és  repolarizációs

hullámok  homogenitását. Azonban  az  akciós  potenciál

hosszának (action potential duration, APD) térbeli különbségei

és  az  ezzel  összhangban  kialakuló  ERP-  és

refrakteritásváltozások  megnövelik  a  repolarizációs

inhomogenitást,  ami  lehetővé  teszi  az  ingerületterjedést

egyébként  nem  megközelíthető  útvonalakon.  Mivel  az  ilyen

típusú ingerületterjedés jelentősen megnöveli a reentry-típusú

arrhythmiák  kialakulásának  esélyét,  ez  az  állapot  a  VF

szubsztrátjának tekinthető.
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A szubsztrát kialakulása

A  repolarizációs  rezerv  koncepciója  szerint  az  összes

repolarizáló  áram  együtt  hozza  létre  a  szívizom  teljes

repolarizációs  kapacitását.  Ha egy áram működése  csökkent,

akkor más áramok működése megemelkedhet, legalább részben

pótolva a kiesett áram repolarizáló feladatát.

Az  APD  lokális  különbségei  (APD  diszperzió)  változhatnak

különböző  hatóanyagok  és  kórállapotok  hatására,  melyek  a

repolarizációt befolyásolják. A transzmurális APD diszperziót

az EKG alapján QT/QTc vagy JT diszperzióval lehet közelíteni

in  vivo körülmények  között.  A  kamrai  myocardium  és  a

Purkinje-rostok  közötti  diszperzió  azonban  csak  ex  vivo

körülmények  között  tanulmányozható.   Az  emelkedett

diszperzió  mindkét  régióban  reentry-típusú  arrhythmiák

szubsztrátjaként  szolglálhat,  azonban  a  szív  ilyen  módon

érzékenyített  állapotba kerülése önmagában nem elegendő az

arrhythmiák  létrejöttéhez.  A reentry  kialakulásához  szükség

van egy triggerre is, amely általában egy extra ütés. Ez az ütés,

végigvezetődve az alacsony ERP-jű területek által létrehozott

komplex útvonalon, idézi elő a reentry-típusú arrhythmiákat.
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Arrhythmia triggerek és a restitúció

Bármilyen  forrásból  származó  extra  ütés  triggereseménynek

tekinthető, amely VF-hoz vezethet. Ezeknek az extra ütéseknek

az  időzítése  meghatározó  jelentőségű  az  arrhythmiakockázat

szempontjából.  A  cardiomyocyták  APD-jét,  ERP-jét  a

diasztolés intervallum (DI), vagyis az előző ütéstől való időbeli

távolság határozza meg. A DI-k nyúlásával az APD/ERP idő is

megnyúlik a humán szív esetében, ezt a folyamatot nevezzük

restitúciónak.  A restitúciós  hipotézis  szerint  ahogyan  a  DI-k

nőnek  az  extra  ütés  terjedése  során,  a  következő  lehetséges

extra ütés megnyúlt APD-vel és ERP-vel találkozhat, így helyi

vezetési  zavar  alakulhat  ki.  Egy  meredekebb/gyorsabb

restitúciós  görbe  erősítheti  ezt  a  jelenséget,  ezért

proarrhythmiásnak  tekinthető.  Egy  kevésbé  meredek/lassabb

restitúciós görbe ezzel ellentétes hatásúnak tekinthető.

Szívelektrofiziológiai kísérletek

Bizonyos  emlősök  szíve  jobban  hasonlít  az  emberi  szívhez,

míg másoké jelentősen eltér. Annak ellenére, hogy a rágcsálók

könnyen  hozzáférhetőek  és  genetikai  módosításukra  is

lehetőség van, elektrofiziológiai jellemzőik jelentősen eltérnek

az emberétől.
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Az akciós  potenciál  által  felvehető jelformákat  és  az APD-k

lehetséges  időtartamait  minden  fajnál  elsősorban  a  szív

ioncsatornakészlete  határozza  meg.  Ennek  következtében  az

egyes  fajok  transzlációs  értékét  és  kísérletezésre  való

alkalmasságát főként a humán szív ioncsatornakészletével való

hasonlósága  határozza  meg.  Emellett a  megfeleltethető

ioncsatornák  abundanciája  és  aktivációs  kinetikája  is  eltérő

lehet az egyes fajok között, ami további különbségeket hozhat

létre a repolarizációs rezervben.

Ennek  a  munkának  a  célja  az,  hogy  szisztematikusan

összehasonlítsa a humán kamra repolarizációjának jellemzőit a

leggyakrabban  alkalmazott  modellfajok  elektrofiziológiai

tulajdonságaival. Ezen felül az egyes fajok APD restitúcióját is

összehasonlítottuk,  és  ioncsatorna  gátlószerek  a  humán

restitúcióra kifejtett hatásait is megvizsgáltuk. A dofetilide és

az amiodaron hatását elektrotónusosan kapcsolt  és egymástól

független  Purkinje–bal  kamra  preparátumokon  is

összehasonlítottuk,  lehetővé  téve  a  hatóanyagok  lokális

repolarizációs diszperzióra kifejtett hatásának vizsgálatát.
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Anyag és módszer

Kamrai  endocardialis  preparátumokból  és  Purkinje-rostokat

tartalmazó preparátumokból vezettünk el akciós potenciálokat

a  konvencionális  mikroelektród  technika  alkalmazásával,  és

számos  ioncsatorna-gátló  hatóanyag  APD  nyújtó  hatását

vizsgáltuk. A hatásokat a következő fajokban vizsgáltuk: kutya,

nyúl,  tengerimalac  és  patkány.  Ezeknek  a  fajoknak  az

elektrofiziológiai jellemzőit hasonlítottuk össze humán szívből

vett preparátumokkal. A kísérletes munka összhangban volt a

Helsinki  Nyilatkozat  előírásaival.  A kísérleti  protokollokat  a

Tudományos  és  Kutatásetikai  Bizottság  jóváhagyta  (4991-

0/2010-1018EKU [339/PI/010]). Az állatkísérletek kivitelezése

a nemzetközi előírásoknak megfelelően történt (Guide for the

Care and Use of Laboratory Animals,  USA NIH publication

NO 85-23,  revised  1996;  az  Európai  Parlament  2010/63/EU

Direktívája). A kísérleti protokollokat jóváhagyta a a Szegedi

Tudományegyetem  Állatkísérleti  Biztottsága  (engedélyszám:

I-74-24-2017)  és  a  Mezőgazdasági  és  Vidékfejlesztési

Minisztérium (engedély száma: XIII/3331/2017).

A hatónanyagok APD-nyújtó hatását az  APD90 érték (akciós

potenciál  időtartam  90%-os  repolarizációnál)  változásának

preparátumok közötti  összehasonlításával  vizsgáltuk.  A fajok
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közötti  összehasonlítást  az   APD90 megnyúlásának

összehasonlításával vizsgáltuk (ANOVA).

A  restitúciós  görbék  adatpontjait  a  következő

monoexponenciális egyenlettel illesztettük az APD90 restitúció

időállandójának kiszámítására: 

APD=APD ss – A− DI / τ

ahol  az  APDss az  APD maximális  értéke (APD90),  az  A az

exponenciális  függvény  amplitúdója,  a  DI a  diasztolés

intervallum, és a τ az időállandó.

Eredmények

Szelektív ioncsatorna gátlás 1000 ms ciklushossz mellett

A gyors  késői  egyenirányító  káliumáramot  (IKr)  szelektíven

gátló dofetilide  (50 nM) nem befolyásolta  a  patkány  kamrai

repolarizációjátt, de jelentősen nyújtotta az  APD-t   humán és

nyúl  preparátumokban.  A  lassú  késői  egyenirányító

káliumáram  (IKs)  HMR-1556  (500  nM)  általi  gátlása  enyhe

megnyúlást  idézett  elő  a  tengerimalac,  a  nyúl  és  a  patkány

esetében, de nem befolyásolta azt a humán és a kutya esetében.

A tranziens kifelé egyenirányító áramot (Ito) chromanol-293B-

vel (100 μM) gátoltuk, melyet a HMR-1556 után alkalmaztunk.
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Ez enyhe APD megnyúlást idézett elő a tengerimalac esetében,

jelentős  megnyúlást  a  kutya,  a  nyúl  és  a  patkány  esetében,

azonban  a  humán  preparátumokban  APD  rövidülést

tapasztaltunk. A BaCl2 (10 μM),  mely a befelé egyenirányító

káliumáram  (IK1)  gátlója,  szignifikánsan  nyújtotta  a  patkány

kamrai repolarizációt, de csak mérsékelten nyújtotta azt a kutya

és nyúl esetében, és enyhe változásokat idézett elő a humán és

a tengerimalac esetében. A XEN-D0101 (1 μM) alkalmazásával

az ultrarapid késői egyenirányító káliumáramot (IKur) gátoltuk.

A  XEN-D0101  szignifikánsan  nyújtotta  a  patkány

repolarizációt, míg a humán, a kutya, a nyúl és a tengerimalac

esetében enyhe vagy semmilyen változást nem tapasztaltunk.

Frekvenciafüggő  APD  változások  (változó  ciklushosszú

ingerlés)

Az  APD  frekvenciafüggő  változásait  humán,  kutya,  nyúl,

tengerimalac és patkány preparátumokban 300 ms-tól 5000 ms-

ig  tartó  tartományban  vizsgáltuk.  A ciklushosszt  a  protokoll

során dinamikusan növeltük. A humán és a kutya esetében az

APD konzisztensen nyúlt a ciklushossz növelésével. A nyúl és

a tengerimalac preparátumok eltérő mintázatot mutattak: 1000

ms-os  ciklushosszig  az  APD nyúlt,  majd  az  ennél  hosszabb

ciklushosszaknál rövidülést mutatott. A patkány preparátumok
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esetében  ennek  az  ellenkezője  történt,  ugyanis  1000  ms-ig

rövidült az APD, az ennél hosszabb ciklushosszaknál pedig az

APD megnyúlását tapasztaltuk.

Ioncsatorna  gátló  hatóanyagok  hatása  a  humán  APD

restitúcióra

További  kísérletekben  antiaritmiás  szerek  APD  restitúcióra

kifejtett hatását vizsgáltuk humán kamrai preparátumokon.  Az

E-4031 és a sotalol,  az  IKr-szelektív  inhibitorai  nyújtották az

APD-t  és   lassították  a  restitúció  kinetikáját  (τ=82.6  ms-ról

τ=160.3 ms-ra, n=5; és τ=95.8 ms-ról to τ=152.7 ms-ra, n=5).

Az  L-735,821,  az  IKs áram  szelektív  gátlószere  nem

befolyásolta  sem  az  APD-t,  sem  a  restitúció  dinamikáját

(τ=113.1 ms vs. τ=111.9 ms, n=7). A INa gátló mexiletine és a

ICa-L gátló  nisoldipine  humán  kamrai  restitúcióra  kifejtett

hatásait  is  vizsgáltuk.  Mindkét  szer  rövidítette  az  APD-t,

azonban  csak  a  mexiletine  lassította  a  restitúciós  kinetikát

(τ=98 ms-ról  τ  =  133.2  ms-ra,  n=6).  A nisoldipine  hatása  a

restitúció kinetikájára elhanyagolhatónak bizonyult (τ = 111.1-

ról ms to τ = 113.1-ra ms, n=6).
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Az amiodaron és a dofetilide hatásainak összehasonlítása a

kamra és a Purkinje rostok közötti repolarizációs diszperzióra

További kísérletekben az amiodaron (kutyák, 4 héten keresztül

50  mg/kg/nap  dózis  per  os)  és  a  dofetilide  (50  nM,

önkontrollosan  a  mérés  során  alkalmazva)  APD  megnyújtó

hatását  vizsgáltuk  elektrotónusosan  kapcsolt  és  szétkapcsolt

kamra  és  Purkinje  preparátumokon.  Az  elektrotónusosan

kapcsolt preparátumok 25–35 mm átmérőjűek voltak, rajtuk a

kamrai  myocardium  kapcsolatban  állt  a  szabadon  futó

Purkinje-rostokkal.  A  szétkapcsolt  preparátumok

hagyományos,  különálló  papilláris  izmok  és  Purkinje-rost

preparátumok voltak, egymással nem álltak kapcsolatban.

Az amiodaron az APD-t hasonló mértékben növelte a kapcsolt

és  a  szétkapcsolt  Purkinje-rostokban.  Azonban  a  kapcsolt

preparátumok  esetében  jelentősebb  APD  nyújtó  hatást

tapasztaltunk  a  kamraizomzatban,  mint  a  szétkapcsolt

preparátumok esetében. 
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Ennek következtében a szétkapcsolt preparátumok esetében az

amiodaron  látszólag  a  lokális  diszperzió  változtatása  nélkül

nyújtotta  az  APD-t.  Ezzel  szemben a  kapcsolt  preparátumok

esetében  az  amiodaron  APD-nyújtó  hatása  a  Purkinje-kamra

junkció  területén  jelentősen  csökkentette  a  helyi  APD

diszperziót.

A dofetilide APD nyújtó hatása a Purkinje-rostokon bizonyult

kifejezettebbnek,  ennek  következtében  az  APD  diszperziót

jelentősen megnövelte. A kamrai szöveteken tapasztalt APD90

megnyúlás  hasonló  mértékű  volt  a  dofetilide  hatására  az

elektrotónusosan kapcsolt és szétkapcsolt preparátumokban is,

míg a Purkinje-rostok esetében a szétkapcsolt preparátumokban

kifejezettebb  volt  a  megnyúlás.  Ennek  következtében  a

dofetilide  jelentősen  megnövelte  a  lokális  diszperziót  a

kapcsolt és a szétkapcsolt preparátumokban is, de az utóbbiban

a hatás kifejezettebbnek bizonyult.

Eredményeink  arra  engednek  következtetni,  hogy  az

elektrotónusos  kapcsoltság  megléte  vagy  hiánya

befolyásolhatja  a  gyógyszerek  diszperzióra  gyakorolt

hatásának  értelmezését  a  Purkinje–kamraizomzat-junkcióban,
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ugyanis a diszperzió alulbecslése és túlbecslése is előfordulhat,

ha azt csak szétkapcsolt preparátumokban vizsgáljuk.

Megbeszélés

A  potenciálisan  életet  veszélyeztető  arrhythmiák

kialakulásához  a  szívet  elektrofiziológiailag  sérülékeny

időpillanatban  érő  triggereseményre  van  szükség.  Ilyen

sérülékeny  állapot  az  APD megnyúlás  hatására  is  létrejöhet,

melynek  hátterében  belső  vagy  külső  eredetű  repolarizációs

elégtelenség  állhat.  Ahhoz,  hogy  humán  vonatkozásban

releváns  információt  tudjunk  gyűjteni  a  gyógyszerek  és

gyógyszerjelöltek  APD  megnyújtó  hatásáról,  a  humán

repolarizációt  megfelelően  reprezentáló  modellszervezeteket

kell választanunk. A modellekből gyűjtött adatok értékelésekor

pedig  az  adott  modell  limitációit  is  figyelembe  kell  venni,

úgymint  az  ionáramok  eltéréseit  a  humánhoz  képest,  és  az

elektrotónusos kapcsoltság meglétét vagy hiányát is. A kutyát,

ioncsatornakészlete  szempontjából,  a  humán

szívelektrofiziológia  elfogadható  modelljének  tekintették,  és

eredményeink is megerősítik ezt az elképzelést. A tengerimalac

és  a  nyúl  hozzáférhetőbb  modellek  a  kutyánál,  és

repolarizációjuk közelebb áll  a humánéhoz, mint a patkányé.

Ezenfelül  az  elektrotónusosan  szétkapcsolt  Purkinje-rost  és
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kamra  preparátumok  alkalmazása  a  Purkinje-rostokban  az

APD-nyújtó  hatások  túlbecslését,  a  kamrában  pedig

alulbecslését idézheti elő, összehasonlítva ugyanezen szövetek

egymással kapcsolt állapotban történő vizsgálatával.

Következtetés

Az új hatóanyagok legalább két különböző modellben történő

vizsgálata  jelentősen  növelheti  a  szívelektrofiziológiai

alapkutatások  transzlálhatóságát,  és  az  ebben  a  munkában

bemutatott fajok közötti különbségek figyelembevétele segíthet

a  gyógyszerek  humán  APD-re  kifejtett  várható  hatásának

pontosabb megjóslásában.
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