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BEVEZETES

1. Proarrhythmia syndromak

Evtizedek Ota ismert, hogy az antiarrhythmids gyogyszeres kezelés
sulyosbithatja a kezelt ritmuszavart vagy ujonnan fellépd arrhythmidkat idézhet eld, amit a
szakirodalom proarrhythmianak nevez. A proarrhythmia fogalma nem egységes, tobb jol
elkiilonithetd klinikai tiinetcsoportot sorolhatunk ide, amelyek mind eltéré mechanizmussal
alakulnak ki. A proarrhythmia syndromdk koziil a szerzett hosszii QT syndroma kiemelt
jelentéségét az adja, hogy az I/A, III, ritkabban I/C tipusu antiarrhythmias szereken tul
szamos nem kardiologiai indikacidéja gyogyszernek (pl. antibiotikumok, antihisztaminok,
psychiatriai szerek, prokinetikumok stb.) deriilt fény erre a proarrhythmias hatdsara, mely
néhany szer visszavonasahoz, szamos készitmény fejlesztésének leallitasahoz vezetett. A
klinikai gyakorlatban is nap, mint nap szembe kell nézniink az antiarrhythmids €és a nem
antiarrhythmids gyogyszerek proarrhythmids hatdsaival. A szerzett hosszi QT syndromat
tobbnyire a késdi K -aram gyors komponenséért (Ix,) felelds ioncsatorndkra (HERG) gatlo
hatast kifejtd szerek okozzdk. A repolarizacido elhtizédéasa kedvez a befelé iranyuld
ionaramok reaktivalodasanak, s ezaltal korai utodepolarizaciok johetnek létre. Amennyiben
ezek elérik a kiiszobpotencialt, akkor kamrai extrasystolék, majd a repolarizacio jelentds
dispersidja esetén reentry mechanizmussal torsades de pointes tipusu kamrai tachycardia
kialakulasahoz vezethetnek. A torsades de pointes tipusu kamrai tachycardia spontan is
megszlinhet, azonban ha elég hosszi ideig tart, syncopét vagy kamrafibrillatiova
degeneralddva akér hirtelen szivhalalt is okozhat.

Kozismert, hogy az utobbi hdrom évtized alatt alapvetéen megvaltozott a
szemléletiink az arrhythmidk pathogenesisét, diagnosztikajat és kezelését illetéen. A
ritmuszavarokban szenvedd betegek nagy szama, az arrhythmidk komoly tiineteket - és
hirtelen szivhalalt is - okozd hatasa indokolja az intenziv kutatasok végzését. A klinikai
noninvaziv diagnosztika €és a legtjabb sejtszintli és molekularis szintli kisérleti kutatdsok
eredményei egyarant fontosak. Az elméleti és klinikai arrhythmia kutatas és a klinikai
gyakorlat kozotti 6sszefliggést jelzi az a tény, hogy a kutatdsi eredmények igen rovid id6
alatt a mindennapi klinikai gyakorlat integrans részévé valnak, s igy mind a

diagnosztikdban, mind a terapiaban alapvetden meghatarozo jelentdségii szerepiik van.



2. A Parkinson-kor és a ropinirol

2.1. A Parkinson-kor okozta autonéom dysfunctio

A Parkinson-kor elsdsorban 1dds korban kialakuld, progressziv, degenerativ
idegrendszeri betegség. A korkép alapja a dopamin mennyiségének a csokkenése a
nigrostriatalis palyarendszerben a substantia nigra sejtjeinek pusztuldsa miatt. A betegség
az extrapyramidalis rendszer miitkodészavaraval jar, motoros alaptiinetei kozé tartozik a
nyugalmi tremor, a hypokinesis, a rigor és a tartasi instabilitds. Emellett az autonom
idegrendszer sympaticus €s parasympaticus részének a miitkodése is zavart szenved. A sziv
vegetativ beidegzése is karosodik, ami a baroreflex sensitivitas csOkkenésében, a
szivfrekvencia variabilitas valtozasaban nyilvanul meg.

Bar Parkinson-kéros betegekben a finom EKG eltérések értékelése a nyugalmi
tremor miatt esetenként igen nehézkes, a QT. intervallum megnytlasa egyértelmiien
igazolhatd, amit szintén a cardialis autonom dysfunctiora vezetnek vissza. A repolarizacid
gatlasa barmilyen QT tavolsagot megnyujtdo gyodgyszeres kezeléssel tovabb fokozhatja a

betegek ritmuszavar illetve hirtelen szivhalal rizikojat.

2.2. A ropinirol altalanos jellemzése és cellularis elektrofiziologiai hatasai

A ropinirol a Parkinson-kor kezelésére alkalmazott nem ergolinvdzas dopamin
agonista gyogyszer. A ropinirol szelektiven stimuldlja a centrdlis és periféridas D, és D3
receptorokat anélkiil, hogy hatna a szerotonin receptorokra. A gyogyszer esetleges
proarrhythmids hatdsa akkor vetddott fel, amikor egy ropinirol kezelés alatt allé betegben
ismételten torsades de pointes tipusu kamrai ritmuszavart €észleltiink.

A ropinirol szivizomsejtekre gyakorolt elektrofiziologiai hatasarol eddig kevés adat
allt rendelkezésre. A ropinirol alacsony koncentracioban (2,2-3,5 ng/ml, mely megfelel 7-
12 nM-nak) megnyujtotta a QT tavolsdgot €ber beagle kutyakban. 1zolalt kutya Purkinje
rost prepardtumokban azonban a szer magasabb koncentracioira (2,5 ill. 25 uM) volt
sziikség az akcios potencidl szignifikans (41 ill. 106 ms) megnyulasahoz. A ropinirol
szivizomsejek 1ionaramaira kifejtett hatdsait fesziiltség-clamp analizissel még nem
tanulmanyoztak. Az eddig kozolt egyetlen vizsgalatban, melyhez CHO sejtvonalon
expresszalt HERG csatornakat hasznaltak, a ropinirol 0,1-10 uM koncentracioban a HERG
iondramot gatolta 1,2 uM ICs értékkel.



3. A 2-es tipusi cukorbetegség és a rosiglitazon

3.1. A 2-es tipusu cukorbetegség

A 2-es tipus cukorbetegség inzulinrezisztenciaval, viszonylagos inzulinhidnnyal
jellemezhetd anyagcserezavar. Hazankban kb. egy-masfél milli6 ember szenved felismert
vagy fel nem ismert cukorbetegségben, a csokkent glukoztolerancidju egyének szdma
pedig megkozelitbleg még egyszer ugyanennyi. A 2-es tipusu diabetes sziv-érrendszeri
betegség kialakulasara 2-4-szer nagyobb rizikot jelent, és kozel ugyanilyen a kockézat a
diabetes kormegel6zd allapotaiban is. A sziv-érrendszeri szovédmények koziil a
macroangiopathids megbetegedések mellett magas a sziv elektromos tulajdonsagait és
pumpafunkcidjat egyarant érinté diabeteses cardiomyopathia incidencidja is. A szivizom
elektromos mitkodésének a valtozasaiban a kamrai repolarizaciot reprezentalo korrigalt QT
(QT,) tavolsag megnyulasa és a QT diszperzié novekedése a legszembetiindbb. Diabeteses
patkdnyok izolalt szivizomsejtjeit vizsgalva az akcids potencidlok szignifikans

megnytlasat és a K'-aramok csokkenését észlelték.

3.2. A tiazolidindionok altalanos jellemzése

A rosiglitazon egy tiazolidindion tipusu oralis vércukorszint csokkentd gyogyszer,
mely mind diabeteses allatmodellekben, mind 2-es tipusi cukorbetegek kezelésében
hatékonynak bizonyult. A tiazolidindion tipustu, inzulinérzékenységet fokozd szerekkel
elérhet6 a glycaemids kontroll jelentds és hosszantartd javuladsa, mely B-sejt megdrzéd
tulajdonsagukkal lehet kapcsolatban. A tiazolidindionok nagy affinitassal kotddnek egy
magreceptorhoz, a nuclearis peroxisoma-proliferator-aktivalt receptor y-hoz (PPARYy),
mely a szénhidrat- és zsiranyagcserében szerepet jatszo gének expressziojat szabalyozza. A
tiazolidindionok a zsirszovetben ¢és a harantcsikolt izomszdvetben javitjak az
inzulinérzékenységet, a szivizomban a glukoztranszporterek expressziojat €s hatékonysagat
fokozzak, a sziv glukdz metabolizmusat stimulalva. A vércukorszint csokkentésén tal mind
a rosiglitazon, mind a pioglitazon kezelés soran egyéb jotékony, kedvezd sziv-érrendszeri
hatasokat is igazoltak.

A szénhidrat anyagcserére, lipid profilra, vérnyomasra, biomarkerekre gyakorolt
kedvez6 hatasokat figyelembe véve tiazolidindion kezelés mellett a diabetes micro- €s

macrovascularis szovodményeinek csokkenésére lehetett szdmitani. Ezzel szemben tobb



nagy klinikai vizsgalat eredménye azt igazolta, hogy tiazolidindion kezelés 6sszefliggésben
allhat bizonyos cardiovascularis események: pl. stlygyarapodéas, oedemaképzddés,
szivelégtelenség kialakulasdval. A fentiek miatt az American Heart Association és az
American Diabetes Association kdzos konszenzus nyilatkozatot adott ki, mely New York
Heart Association (NYHA) I-II. stadiuma szivelégtelenség, tiinetmentes bal kamra
dysfunctio fennallasakor vagy a diabetes mellett legalabb még egy szivelégtelenségre
hajlamositd rizikofaktor jelenléte esetén alacsony tiazolidindion kezdé dozist és a
folyadékretencio jeleinek monitorozasa mellett 6vatos dozisemelést javasolt. A stlyosabb,
NYHA HI-IV. stddiumban a tiazolidindionok hasznalatanak teljes mell6zését ajanlottak.
Tovabbi elemzések soran a rosiglitazon esetében a myocardialis infarctus rizikdjanak
novekedését is megfigyelték, emiatt az US Food and Drug Administration (FDA) 2010-ben
jelentdsen szigoritotta a rosiglitazon tartalmii készitmények forgalmazasat, az Europai

Gyogyszerligynokség pedig felfiiggesztette a gydgyszer forgalomba hozatali engedélyét.

3.3. A tiazolidindionok cellularis elektrofiziologiai hatasai

Lu és munkatarsai kimutattdk, hogy altatott diszndkban a rosiglitazon mérsékli az
ischaemia és a ATP-szenzitiv K'-csatorna nyitd levcromakalim akcids potencial roviditd
hatasat. Ezen tulmenden a sulyos myocardialis ischaemia okozta kamrafibrillatio
rosiglitazon addsa esetén hamarabb kovetkezik be, ezt a hatast a ischaemias allapotban
protektiv szerepet jatszo cardialis ATP-szenzitiv K'-csatornak gatldsira vezették vissza.
Mindezid4ig azonban nem vizsgaltdk a szer tobbi cardialis iondramra gyakorolt hatasat
voltage clamp mérésekkel. A rosiglitazon szdmos ioncsatornat gatol az extracardialis
szovetekben, de a szivizomsejtekre gyakorolt elektrofiziologiai hatasair6l eddig nem voltak
adataink. Egy masik tiazolidindion vegytiletrdl, a troglitazonr6l viszont bebizonyosodott,
hogy az L-tipusa Ca®’-csatornak hatékony gatloszere tengerimalac és patkany kamrai
szivizomsejtekben, nytl kamraizomsejtekben pedig a Na®, Ca®" és K -dramokra is gatld

hatast fejt ki.



CELKITUZESEK

1. A ropinirol cellularis elektrofiziolégiai hatasainak vizsgalata

A ropinirol elterjedt alkalmazasa ellenére kevés adat 4ll rendelkezésiinkre a
gyogyszer sejtszintll elektrofiziologiai hatédsairdl. Klinikai gyakorlatunkban azonban
felmeriilt annak a lehetdsége, hogy intenziv osztalyon kezelt betegiinkben a ropinirol
kezelés kapcsolatban allhatott a potencidlisan ¢életveszélyes torsades de pointes tipust
kamrai tachycardia jelentkezésével. Ezért indokoltnak tartottuk a gydgyszer cellularis
elektrofiziologiai hatasainak részletes elemzését. Jelen munkénkban a ropinirol akcids
potencial morfoldgidra €s a hattérben allo iondramokra gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk a
koncentracié fliggvényében izolalt kutya kamrai szivizomsejteken. Bar a megjelent
kozlemények a ropinirol terdpias plazmakoncentraciojat 25-80 nM kozottinek adjak meg, a
vizsgalt koncentraciot 300 uM-ig terjesztettiik ki, hogy a taladagolas €s mérgezés esetén
fellepd esetleges mellékhatdsokat is megjelenithessiik.  Kisérleteinket kutya
szivizomsejteken végeztiilk, mert a transzmembrdn ionaramok eloszlasat és kinetikai

tulajdonsagait tekintve a human kamrai myocardium legjobb modellje a kutya szivizomzat.
2. A rosiglitazon cellularis elektrofiziologiai hatasainak vizsgalata

A rosiglitazon szénhidrat és lipid anyagcserére kifejtett hatdsait széles korben
vizsgaltak, a gyogyszer cardialis elektrofiziologiai hatdsai viszont kevéssé ismertek. Az
extracardialis szovetek ioncsatornain, valamint a cardialis ATP-szenzitiv K'-csatornakon
azonban mar igazolodott a gydgyszer gatld hatasa, s6t ischaemids allapotban az
arrhythmogen hatésat is bizonyitottak allatkisérletekben.

Nem tisztazott, hogy mi az oka a két hasonld glycaemids kontrollt biztositd
gyogyszer, a rosiglitazon €s a pioglitazon cardiovascularis hatdsai kozotti kiilonbségnek.
Mivel felmeriilt, hogy ennek hatterében a rosiglitazon cardialis elektrofiziologiai hatasai
allhatnak, vizsgélataink soran elemeztiik a rosiglitazon hatésait az akcids potencial
morfologidjara és a hattérben allo ionaramokra izolalt kutya kamrai szivizomsejteken az

alkalmazott koncentracio fliggvényében.



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Sejtizolalas

Vizsgalatainkhoz ivarérett, kutatdsi célra tenyésztett kutydk szivét hasznéltuk (16
him, 48 néstény). Az allatokat 10 mg-kg™ ketamin hidroklorid (Calypsol, Richter) és 1
mg-kg™! xylazin hidroklorid (Sedaxylan, Eurovet Animal Health BV, Hollandia) intravénas
injekciojaval altattuk el. A mellkas megnyitdsa utan a szivet gyorsan kiemeltiik, majd
atmostuk normal Tyrode oldattal. Az enzimatikusan izoldlt szivizomsejteket a bal
kamrabol nyertiik anterograd szegmensperfzios technika alkalmazasdval. Kaniilaltuk a bal
eliils6 leszalld coronaria arteridt (LAD) és az ér ellatasi teriiletének megfeleléen
perfundaltuk a bal kamrai szivizomzatot Tyrode oldattal. A szdvet teljes vértartalmanak
eltavolitasaig folytattuk a preparatum perfuziéjat, majd 5 percig Ca*"-mentes JMM oldatot
(Joklik-féle Minimal Essential Medium, Sigma) alkalmaztunk. Ezutan a szivet 30 percig 1
mg-ml” kollagenaz enzimet (Worthington CLS-II), 0,2% borjii szérum albumint és 50
pmol CaCly-ot tartalmazé Joklik oldattal emésztettiik. A szovet elfolydsodédsa utan a bal
kamrénak féleg a midmyocardialis régiojabol vett mintakat kis darabokra vagtuk, majd a
sejteket a szovetdarabokbdl finom razéassal kiszabaditottuk. Végiil a mintakat fokozatosan
2,5 mM-ig emelkedd Ca*" koncentracidja JMM oldatban mostuk. Az igy nyert izolalt bal
kamrai sejteket MEM (Minimal Essential Medium, Sigma) t4poldatban taroltuk

felhasznalasig 15 °C-on.
2. Akcios potencialok elvezetése izolalt szivizomsejtekrél

Minden elektrofizioldgiai vizsgalatot 37 °C hOmérsékleten végeztiink. A
szivizomsejt szuszpenziobol 2-3 cseppet invertalo mikroszkop targyasztalara rogzitett 1 ml
térfogatu plexiiiveg mérokadba helyeztiink. A mérdkad aljara kitapadt, palcika alak és
tiszta harantcsikolatot mutatd sejteket folyamatosan 37°C hdmérsékletli normal Tyrode
oldattal perfundéltuk. A transzmembran potencidlokat 3 M KCIl oldattal toltott, 20-40 MQ
ellenallasu boroszilikat mikroelektrodakkal regisztraltuk. A mérés soran nyert jeleket
Axoclamp-2B erdsitd késziilékkel (Axon Instruments Inc., Foster City, CA, USA)
erOsitettiik. A mérés sordn a sejteket a mérdelektrodon keresztiil folyamatosan 1 s

ciklushossz mellett 1 ms iddtartami négyszogimpulzusokkal ingereltiikk, melyek



amplitudojat az ingerkiiszob 120%-ara allitottuk. A ropinirol kumulativ koncentraciofiiggd

crcr

crcr

100 puM-ig emelve vizsgaltuk. A gydgyszerek mindegyik koncentracidjaval 3 percig
perfundaltuk a sejteket, majd 10 percig tartd kimosasi szakasz kovetkezett. Az inkubacios
¢s kimosasi periddusok alatt steady-state gyogyszerhatds ill. annak teljes megsziinése
kovetkezett be. Az adatokat analog-digitalis atalakitds utan (Digidata 1200 A/D kartya,

Axon Instruments Inc.) a késdbbi elemzéshez szamitdgépen taroltuk.

3. Ionaramok mérése fesziiltség-clamp technikaval

A sejteket 37°C-on, normal Tyrode oldattal perfundaltuk. A mérésekhez 2 MQ
ellenallasu, boroszilikat iivegbdl késziilt mikroelektrodakat hasznaltunk, a pipettak
feltoltésére hasznalt bels6 oldat Osszetételét a mérni kivant iondramtdl fliggben
valasztottuk meg. A kaliumaramok mérésekor az oldat Osszetétele (mM-ban megadva) a
kovetkezd volt: 100 K-aszpartat, 45 KCIl, 1 MgClL, 5 HEPES, 10 EGTA, 3 K-ATP,
pH=7,2. A kalciumaramok mérése soran 110 KCI, 40 KOH, 10 HEPES, 10 EGTA, 20
TEACI, 3 K-ATP, pH=7,2 6sszetételli belsé oldatot hasznaltunk.

Az iondramokat a patch-clamp technika teljes-sejtes elrendezésében, fesziiltség-
clamp koriilmények kozott mértilk. Miutdn Ovatos szivassal nagy ellenallasu (1-10 GQ)
kapcsolatot hoztunk létre a pipetta és a mérni kivant sejt membranja kozott, a szivoerdt
tovabb novelve vagy 1,5 V-os fesziiltségimpulzusokat alkalmazva a pipetta €s a sejt kozotti
membranszakaszt teljesen atszakitottuk. A mérési elrendezés teljes soros ellenallasa 4-8
MQ-nak adoédott, melyet 50-80%-ban kompenzaltunk. Azokat a méréseket, melyeknél a
soros ellenallas ennél nagyobb volt vagy a mérés sordn jelentdsen ndvekedett, kihagytuk az
értékelésbdl. Az elvezetett aramjeleket Axopatch-2B késziilékkel erdsitettiik, analog-
digitalis atalakitas (Digidata 1200 A/D kartya, Axon Instruments Inc.) utan pClamp 6.0
(Axon Instruments Inc.) szoftverrel szamitogépen rogzitettilk, majd elemeztiik. A sejtek
kapacitdsdit minden kisérlet elétt —10 mV-r61 —20 mV-ra torténd hiperpolarizalo
impulzusok segitségével meghataroztuk, ¢és az iondramokat az igy kapott
membrankapacitasra vonatkoztattuk. A ropinirol és a rosiglitazon hatasait a koncentracio
fliggvényében kumulativ modszerrel hataroztuk meg a gyodgyszerek 1 és 300 uM kozott

ndvekvo koncentracioit alkalmazva.



4. Akcios potencial clamp

A patch clamp technika teljes-sejtes konfiguraciojat haszndlva, az akcios
potencialokat dram-clamp lizemmodban rogzitettiik a normal Tyrode oldattal perfundalt
sejtekrdl. A pipetta belsd oldatanak Gsszetétele megegyezett a kaliumaramok méréséhez
fesziiltség-clamp koriilmények kozott hasznalt belsé oldat Osszetételével. A sejteket a
mérdelektrodon keresztiil folyamatosan 1 Hz frekvenciaji 1 ms széles kiiszob feletti
négyszogjellel ingereltik. Minden sejtrél 10 egymast kovetd akcids potencialt
regisztraltunk, majd ezeket on-line analizaltuk. Ezen akcids potencidlok egyikét - amelynél
a repolarizacio 90 %-anal mért akcids potencial idotartam (APDyy) érték legkevésbé tért el
a 10 akcids potencial atlagatdl - hasznaltuk ugyanazon a sejten €s azonos ingerlési
frekvenciaval parancsjelként, immar fesziiltség-clamp {izemmdédban. Az ilyen
koriilmények kozott nyert dramjel - a kezdeti nagyon révid kapacitiv tranziens kivételével -
a nulla szintben futé vizszintes vonal. A ropinirolt 10 és 100 uM koncentracioban, a
rosiglitazont 1, 10 és 100 uM koncentracioban alkalmaztuk. A gyodgyszer altal gatolt
iondramok profiljat ugy kaptuk meg, hogy a gyogyszerhatds eldtti gorbébdl kivontuk a
gyogyszerhatas utdni gorbét. Ez a miivelet Osszetett aramprofilokat eredményezett harom
jol elkiilonithetd aramcstccesal: egy korai kifelé irdnyuld aram a tranziens kifelé iranyuld
kaliumaramnak (Iy,) felelt meg, egy befelé iranyuld cstcs az L-tipust kalciumaramnak (Ic,)

és egy késoi kifelé iranyuld aram a késoi kaliumaram gyors komponensének (Ix;).
y

5. Adatfeldolgozas és statisztikai analizis

Az eredményeket a mérési adatok szamtani kozépértékeit + a kozépérték koriili
standard hibat (SE) megadva kozlom. A kiilonbségek statisztikai értékelésekor egyvaltozds
varianciaanalizist, majd Student-féle egymintas t-proébat alkalmaztam. Az eltéréseket
P<0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak. Minden elvégzett vizsgalat 6sszhangban volt a
,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (US NIH publication No 85-23,
revised 1996) és a Helsinki Deklaracio alapelveivel. A kisérleti protokollokat a Debreceni

Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga jovahagyta.
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EREDMENYEK

1. A ropinirol vizsgalata soran nyert eredmények
1.1. A ropinirol hatasa a kutya szivizomsejtek akcids potencialjara

A ropinirol komplex, koncentracio-fiiggd valtozasokat idézett elé az 1 Hz
frekvenciaval ingerelt kutya kamrai szivizomsejtek akcids potencidljanak alakjaban. A szer
koncentraciotol fliggden nyujtotta vagy roviditette az akciods potencial iddtartamat (APD),
csOkkentette az akcios potencidl korai repolarizacids fazisat és a depolarizacid maximalis
sebességét (Vmax), tovabba a platdo fazis depresszidjat idézte eld. Az akcids potencidl
id6tartamara a ropinirol bifazisos hatast fejtett ki. Mikromolaris koncentraciok jelenlétében
az akcids potenciadl megnyulédsat észleltiik. Az APDyy megnyulasa 1 uM koncentraciotol,
mig az APDsy megnytlasa 3 pM koncentraciotol volt szignifikdns. A koncentracido 300
uM-ra emelése viszont az APDs( rovidiilésével jart. A korai repolarizacié amplitaddjanak
csokkenése 10 uM koncentraciotol, mig a Vi.x csOkkenése és a platd fazis depresszidja 30
uM koncentraciotdl volt szignifikans. A ropinirol hatasai 10 perces Tyrode oldattal torténd
kimosas utan visszafordithatonak bizonyultak. A V. és az APD ropinirol-indukalta
valtozasai frekvenciafliggdek voltak. A V., csokkenése gyors ingerlésnél, a ciklushossz 1
s alad csokkentésekor volt a legfeltlindbb. Ezzel szemben az APD megnytlasa (30 uM
koncentracional) és az APD rovidiilése (300 puM koncentracional) is hosszabb
ciklushosszaknal volt kifejezettebb, tehat forditott frekvenciafiiggés volt kimutathatd

(,,reverse rate dependent” hatas).
1.2. A ropinirol hatasa kutya izolalt szivizomsejtjeinek ionaramaira

A ropinirol iondramokra gyakorolt hatdsait fesziiltség-clamp koriilmények kozott
vizsgaltuk a koncentracio fliggvényében, a koncentraciot 0,1 uM ¢és 300 uM kozott fel
dekadonként novelve.

A késéi kdliumaram gyors komponensét (Ix;) -40 mV tartofesziiltségrol +50 mV-ra
torténd 1 s hosszi depolarizdlo impulzusokkal aktivaltuk. A membranpotencial értéket
ezutan ismét -40 mV-ra allitottuk, az Ix, aramot az ekkor kialakulé farokaram

amplitadojaval jellemeztilk. Az L-tipusu kalciumcsatornat 5 pM nifedipinnel, a késoi
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kaliumaram lassu komponensét (Ixs) 1 uM HMR-1556 hozzaadasaval gatoltuk. Az Ik,
farokaramok amplituddjat a ropinirol emelkedd koncentracidi egyre nagyobb mértékben
csokkentették. Az ICsq érték 2,7 £ 0,25 uM-nak adddott, a Hill-koefficiens 0,92 + 0,09 volt
5 szivizomsejt atlagdban. Az Ik, aktivacidjanak fesziiltségfiiggése a negativabb potencidlok
felé tolodott 3 uM ropinirol jelenlétében: a félaktivacios fesziiltség (Vo) -14,4 £ 1,8 mV-
rol -21.3 = 1,1 mV-ra valtozott (P <0,05). Az aktivacid eltolodasa miatt a gatlas fokozodott
a pozitivabb potencialokra torténd depolarizaciok soran: kis mértéki volt -20 mV
membranpotencial esetén, mig a +10 mV-nal pozitivabb membranpotencidlok mellett a
kontroll aram amplitdd6 feléhez kozeli értéket adott. A ropinirol felgyorsitotta az Ik,
aktivaciojat. Az aktivacios idéallandd 34+4 ms-rol 14+1 ms-ra csokkent 3 uM ropinirol
jelenlétében (P <0,05). Eredményeink szerint a ropinirol okozta Ik, gatlds az aktivacio
gyorsulasa ellenére alakult ki. A ropinirol 3 uM koncentracidbban nem valtoztatta meg a
lassu és gyors deaktivacios idéallandokat.

A tranziens kifelé iranyuld kaliumaramot (I,,) 200 ms hosszu, -80 mV-r6l kiindulo
+50 mV-ra t6rténd depolarizaldé impulzusokkal aktivaltuk. Minden egyes ingerld impulzus
elétt egy 5 ms hossza -40 mV-ra torténd eléimpulzust alkalmaztunk a fesziiltségfiiggé Na'-
csatorndk inaktivalasa céljabol. Az L-tipusu kalciumcsatornat 5 uM nifedipinnel, a késo1
kaliumaram gyors komponensét (Ix;) 1 uM E4031 hozziaddsaval gatoltuk. A ropinirol
gatlo hatasa 10 uM koncentraciotol volt statisztikailag szignifikéans.

Az L-tipust kalciumdramot (Ic,) -40 mV tartdfesziiltségrél +5 mV-ra torténd 400
ms hosszt depolarizacioval valtottuk ki. Ezeknél a méréseknél a kaliuméaramokat a Tyrode
oldathoz adott 3 mM 4-aminopyridin, 1 pM E4031 és 1 pM HMR-1556 hozz4adasaval
gatoltuk. A ropinirol koncentraciofiiggd modon csokkentette az Ic, amplitidojat, hatasa 30
uM koncentraciotol volt statisztikailag szignifikéns.

A késo6i kaliumaram lassu komponensét (Ixs) -40 mV tartdfesziiltségrol +50 mV-ra
torténd 3 s hosszu depolarizalé impulzusokkal aktivaltuk. Az L-tipusu kalciumcsatornat 5
UM nifedipinnel, a késoi kaliumaram gyors komponensét (Ix;) 1 uM E4031 hozzdadasaval
gatoltuk. A befelé egyeniranyitd kaliumdramot (Igx;) -40 mV-rél -135 mV-ra torténd
hiperpolarizacio alkalmazéasaval tanulmanyoztuk. A steady-state aramot 400 ms-mal az
impulzus kezdete utan hataroztuk meg. A ropinirol sem az Iks, sem az Ig; aramot nem

gatolta 300 uM-nal kisebb koncentracioban.
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1.3. A ropinirol hatasai az ionaramokra akcios potencial clamp koriilmények kozott

A korai kifelé iranyuld aramcsucs (felfelé iranyulo kitérés) az Iy, gatldsakor jelenik
meg, mig a befelé¢ irdnyuld aramcsucs (lefelé iranyul6 kitérés) az I, blokddjanak felel meg.
A késoi kifelé irdnyuld aramcsucs, mely a kutya szivizomsejt akcids potencidljadnak
terminalis repolarizacios fazisaval esik egybe, az Ik, és Ix; gatlasat egyarant tiikkrozheti.
Esetlinkben ez tisztan Ik, gatlasnak felel meg, mivel - mint azt el6zéleg kimutattuk - a
ropinirol 100 uM koncentracidoban sem gatolta az Ix; aramot. A ropinirol mind az Ik,, mind
az Iy, aramot gatolta 10 uM koncentracidban, mig az Ic, blokad 100 uM koncentracidonal
volt észlelhetd. Az akcids potencidl clamp iizemmoddban kapott eredmények tehat
egybevagtak a fesziiltség-clamp koriilmények kozott végzett mérések adataival. A ropinirol

hatasai kimosas utan teljesen reverzibilisnek bizonyultak.

2. A rosiglitazon vizsgalata soran nyert eredmények

2.1. A rosiglitazon hatasa az akcios potencial alakjara

A rosiglitazon komplex, koncentraciofiiggd valtozasokat idézett el az 1 Hz
frekvenciaval ingerelt kutya kamrai szivizomsejtek (négy kutyabol szarmazd nyolc sejt)
akcids potencidljanak morfoldgidjaban. A szer csokkentette az akcids potencial korai
repolarizacids fazisdnak amplitidojat, a depolarizdcid maximalis sebességét (Vmax) €s
hatasara a platd fazis depresszidja is észlelhetd volt. A rosiglitazon ezen hatasai 10 uM
koncentraciotdl voltak szignifikdnsak. Az akcids potencidl id6tartama kis mértékben
valtozott, bar 30 uM koncentracional az APDs értekek szignifikans rovidiilését, mig 100
uM koncentracional az APDyy megnyuldsat tapasztaltuk. A V. csokkenése ellenére az
akciods potencial amplitadoja (APA) nem csdkkent, s6t 100 uM rosiglitazon jelenlétében
szignifikdnsan novekedett. A rosiglitazon hatasai gyorsan, 2-3 perc alatt kialakultak és 10
perces Tyrode oldattal torténd kimosas utan visszafordithatonak bizonyultak.

A Semmelweis Egyetem Farmakoldgiai és Farmakoterapids Intézetével torténd
egylttmiikodésiink keretein beliil lehetdséglink nyilt patkany, valamint vad tipust és
hisztidin-dekarboxildz hidnyos (HDC-KO), csokkent gliikoztoleranciaja egér papillaris
izombol szdrmazd szivizomsejtek vizsgdalatara is. A ragcsaldé mintdkon végzett mérések

adatait a kutya szivizomsejteken nyert eredményekkel egyiitt mutatom be. A rosiglitazon
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komplex, nem minden esetben egybevagd elektrofiziologiai hatasokat fejtett ki a kis
ragcsalok papilléris szivizomsejtjein €s a kutya kamrai izomsejteken.

Patkanyokban a rosiglitazon az APA koncentraciofiiggd csokkenését idézte eld,
ezzel szemben mind a vad tipust, mind a HDC-KO egereknél az APA novekedését
tapasztaltuk. A vad tipusi egereknél a rosiglitazon koncentraciofliggd modon,
szignifikansan csokkentette a natriumaram indirekt jelzéjeként értékelhetd Viyax értéket, ez
a valtozdas HDC-KO egereknél nem volt észlelhetd. A rosiglitazon patkany papillaris
szivizomsejteken a Vi értékek szignifikans, koncentraciofiiggd csokkenését okozta, ezek
az eredmények egybevagnak a Kavak és mtsai altal k6zolt adatokkal. Az akcids potencial
idotartama, fOként a terminalis repolarizacid fazisa ugyszintén valtozott: az APDy

patkdnyban megnyult, mig egérben koncentraciéfiiggd modon rovidiilt.

2.2. A rosiglitazon hatasa kutya izolalt szivizomsejtjeinek ionaramaira

A rosiglitazon iondramokra gyakorolt hatédsait fesziiltség-clamp koriilmények
kozott vizsgaltuk az alkalmazott koncentracio fiiggvényében, amit 1 uM-t6l 300 pM-ig
féldekadonként noveltiink. Az 4ramok kinetikai tulajdonsagaira gyakorolt hatdsokat a
félhatasos koncentraciok kozelében teszteltiik.

A tranziens kifelé irdnyuld kéliumaramot (I,) 200 ms hossz, -80 mV-ro6l kiinduld
+50 mV-ra torténd depolarizaldé impulzusokkal aktivaltuk. Minden egyes ingerlé impulzus
elott egy 5 ms hosszii -40 mV-ra torténé eléimpulzust alkalmaztunk a fesziiltségfiiggd Na'-
csatornak inaktivalasa céljabol. Az L-tipusu kalciumcsatornat 5 uM nifedipinnel, a késo1
kaliumaram gyors komponensét 1 pM E4031 hozzaadasaval gatoltuk. A rosiglitazon
koncentraciéfiiggd modon csokkentette az I, amplitidojat a vizsgalt 5 szivizomsejten. A
rosiglitazon hatasa 10 pM koncentraciotol volt statisztikailag szignifikdns, az ECsy érték
25,2 + 2,7 uM-nak adoddott, a Hill-koefficiens 1,27 + 0,19 volt. A rosiglitazon hatdsa
gyorsan, 2-3 perc alatt, kialakult és teljes mértékben kimoshatd volt. A rosiglitazon
megvaltoztatta az I, kapuzasi tulajdonsagait. Az aram egy gyorsabb ¢s egy lassabb
komponens Osszegeként inaktivalodott, mindkét komponens amplitiddja szignifikansan
csokkent 30 uM rosiglitazon jelenlétében. A gyors idéallandé nem valtozott, mig a lasst
1d6éalland6 rosiglitazon hatdsara megduplazodott. Az I, aktivaldsdhoz rosiglitazon
jelenlétében nagyobb depolarizaciora volt sziikség €s az aktivacios kiiszob -20 mV-rol +20

mV-ra tolodott, mig az inaktivacio fesziiltségfiiggésében nem volt szignifikans valtozas.
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A késéi kdliumaram gyors komponensét (Ix;) -40 mV tartofesziiltségrél +50 mV-ra
torténd 1 s hosszi depolarizdlo impulzusokkal aktivaltuk. A membranpotencial értéket
ezutan ismét -40 mV-ra allitottuk, az ekkor kialakuld farokaramot tekintettiik Ix,-nek. Az
L-tipusu kalciumcsatorndt 5 uM nifedipinnel, a kés6i kadliumaram lassu komponensét (Iks)
1 uM HMR-1556 hozzaadéasaval gatoltuk. Az Ik, farokdramok amplituddjat a rosiglitazon
emelkedd koncentracidi egyre nagyobb mértékben csokkentették. Az 5 szivizomsejten
végzett mérések atlagdbol szamitott ECsy érték 72,3 £ 9,3 uM-nak adodott, a Hill-
koefficiens 0,91 + 0,1 volt. Hasonl6an az I,-nal tapasztalt valtozdsokhoz, a rosiglitazon
Ix,-re iranyuld gatlod hatédsa is gyorsan kialakult és teljes mértékben reverzibilis volt. Az Ik,
farokaramok deaktivacidja biexponencidlis kinetikat kovetett. Bar mindkét komponens
iddallandoja csokkent, ez a valtozas nem volt statisztikailag szignifikdns (P>0,05). Ezzel
szemben mindkét komponens amplitidoja szignifikdnsan csokkent 100 pM rosiglitazon
hatasara. Az Ik, aktivacidjanak fesziiltségfiiggése mérsékelten a negativabb potencidlok
felé tolodott 100 uM rosiglitazon jelenlétében: a félaktivacios fesziiltség (Vos) -4,8 £ 3,2
mV-r6l -10,2 £ 1,3 mV-ra valtozott ( n =5, P<0,05). Az aktivacio eltolodasa miatt, a gatlas
latszélag fokozddott pozitivabb potencidlokra torténd depolarizacional: -5 mV-nal
negativabb membranpotencial esetén elhanyagolhatd volt, mig +10 mV-nal pozitivabb
membranpotencidl mellett a kontroll &ram amplitidojanak feléhez kozeli értéket adott. Az
Ik, aktivaciojadnak monoexponencialis idéallanddja nem valtozott 100 uM rosiglitazon
jelenlétében.

Az L-tipust kalciumdramot (Ic,) -40 mV tartdfesziiltségrol +5 mV-ra torténd 400
ms hosszi depolarizacioval valtottuk ki. Ezeknél a méréseknél a kaliumaramokat a Tyrode
oldathoz adott 3 mM 4-aminopiridin, 1 uM E4031 és 1 uM HMR-1556 hozzéadasaval
gatoltuk. A rosiglitazon koncentraciofiiggé modon csokkentette az Ic, amplitidojat, hatasa
10 uM koncentraciotol volt statisztikailag szignifikans. A kumulativ dozis-hatas gorbe
Hill-egyenlettel torténd illesztése soran a felgatlo koncentracid 82,5 + 9,4 pM-nak adodott,
a Hill-koefficiens 0,82 + 0,08 volt a 6 szivizomsejten mért eredmények atlagabol szamitva.
Az I, gatlasa csak részben volt visszafordithatd a 10 perces kimosasi periodust kovetden.
A rosiglitazon kiss¢ megvaltoztatta az Ic, kapuzasi tulajdonségait is. A kalciumaram két
exponencialis komponens 0Osszegeként inaktivalodott, az iddallandokban szignifikans
valtozds nem volt tapasztalhaté. Bar 100 uM hatdsdra mind a gyors, mind a lassu
komponens amplitiddja csokkent, a lassi komponens csokkenése kifejezettebb volt. A
rosiglitazon nem valtoztatta meg az Ic, aram-fesziiltség karakterisztikajat, ezzel szemben

100 uM rosiglitazon serkentette a steady-state inaktivaciot. A félinaktivacios fesziiltség
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(Vo) szignifikans mértékben a negativabb potencidlok iranyaba tolodott el (-12,9 + 0,3
mV-r6l -15,5 + 0,3 mV-ra, P<0,05, n=5).

A befelé egyeniranyitd kaliumaramot (Ix;) -40 mV-ro6l -135 mV-ra torténd
hiperpolarizacio alkalmazéasaval tanulmanyoztuk. A steady-state aramot 400 ms-mal az
impulzus kezdete utan hataroztuk meg. A rosiglitazon 100 uM koncentracié mellett az Ik,
aramot szignifikansan nem valtoztatta meg a tanulmadnyozott 4 sejtben. Magasabb (300

uM) koncentracional Ig; kis mértékii reverzibilis gatlasa volt megfigyelhetd.

2.3. A rosiglitazon hatasai az ionaramokra akcios potencial clamp koériilmények

kozott

Az ionaramok profilja akcids potencidl clamp lizemmodban vizsgalva jelentdsen
eltér a konvenciondlis fesziiltség-clamp koriilmények kozott észlelt profiltdl. Az akcios
potencial clamp technika eldnye, hogy barmely vizsgalt gydgyszer nett6 membran aramra
gyakorolt hatdsa vizsgéalhatd, ezaltal egyszerre tobb ionaramra gyakorolt hatés
monitorozasa lehetséges. Emellett ez a technika lehetévé teszi, hogy a tényleges aram
profilokat regisztraljuk egy konkrét akcidos potencidl lezajlasa soran. Ha egy szer tobb
londramra is hatassal van, mint ahogy az a rosiglitazon esetében ez elmondhat6, akkor az
aramgorbén tobb cstics 1s detektalhatdo, melyek mindegyike egy-egy ionaram
yjjlenyomatanak felel meg. Ennek megfeleléen a korai kifelé¢ iranyuld aramcsucs az I,
gatlasakor jelenik meg, mig a befelé iranyuld éaramtranziens az Ic, blokddjanak a
kovetkezménye.

A késoi kifelé iranyuld dramcsucs, mely a kutya szivizomsejt akcios potencialjanak
terminalis repolarizacids fazisaval esik egybe, az Ik, és Ik, gatlasat egyarant tiikrozi.
Esetlinkben azonban tisztan Ik, gatlasnak felel meg, mivel - mint azt el6zéleg kimutattuk -
koncentraciofiiggd és reverzibilis moédon gatolta az Iy, Ica €s Ik, &ramokat akcids potencial
clamp koriilmények kozott, az eredmények tehat egybevagnak a hagyomanyos fesziiltség-

clamp mérések soran kapott adatokkal.
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MEGBESZELLES

1. A ropinirol vizsgalata soran nyert eredmények megbeszélése

1. 1. A ropinirol akcios potencial morfolégiara gyakorolt hatasa a fesziiltség-clamp

adatok tiikrében

Vizsgalatunkban elsoként elemeztiik a ropinirol hatdsait a cardialis iondramokra.
Eredményeink szerint a ropinirol szdmos ionaramot gétol koncentracidéfliggdé modon, ez
egyltt jar az akcids potencidl morfologiajanak a valtozasaval. Az akcids potencidl
konfigurdciovaltozasai a kiilonbdzd ionaramok gatlasabol levezethetok. A ropinirol
mikromolaris koncentracioi példaul Ik, gatlo hatast fejtettek ki és ennek kovetkeztében
megnyult az akcios potencialok iddtartama. Az APDgy megnyuldsa 1 uM koncentracioji
ropinirol mellett mar szignifikans volt, ez 6sszhangban van az Ik, blokadra kapott 2,7 uM
ICsy értékkel. A ropinirol Ik, gatld hatasanak hatterében nem allhat a csatorna kapuzasdnak
valtozasa, hiszen az aktivacid megfigyelt felgyorsuldsa inkdbb ndvelné, nem pedig
csokkenten¢ az iondramot. Az ioncsatorna gatlasa fesziiltségfliggd volt, mivel a
depolarizacid fokozodasakor a blokad mértéke ndvekedett. Ez feltehetden a csatorna és a
ropinirol kozotti "use-dependens” kolcsonhatds eredménye. A Hill-koefficiensek kozel
egységnyi értéke azt sugallja, hogy a ropinirol okozta gatlds minden esetben egy-egy
specifikus kotOhelyhez torténd kapcsolodas eredményeként értékelhetd. Magasabb
koncentracional egyéb iondramok, mint az Iy, és Ic, gatldsa is kimutathato volt. A tranziens
kifelé irdnyuld kéaliumaram gatlasa 10 uM koncentraciotol volt szignifikans, a korai
repolarizacio amplitiddjanak csokkenését okozva. Az L-tipust kalciuméaram gatlasa 30
uM koncentraciotdl volt szignifikdns, ami a platd potencial depresszidjahoz vezetett. Az
APDsp igen magas koncentracional (300 uM) tapasztalt rovidiilése is a kalciumcsatorna
blokéaddal lehetett dsszefliggésben. A V. csokkenése, mely 30 uM koncentraciotol volt
¢szlelhetd, az I, gatlasra vezethetd vissza, mivel a Vi, @ natriumaram intenzitasanak jo
indikatora. A Vpmax gatlds frekvenciafiiggd komponense gyors kinetikaval jellemezheto,
mivel a ciklushossz 1 s ala csokkentése esetén a gatlas mértéke jelentdsen nétt. Ez azt jelzi,

hogy a ropinirolnak a Na'-csatornarél torténd levalasi idéallandoja 1 s-ndl rovidebb.
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1.2. Klinikai vonatkozasok

A ropinirol cardiovascularis mellékhatasok tekintetében viszonylag biztonsagos
szernek tekinthetd. A vizsgélataink soran statisztikailag szignifikans valtozasokat kivalto
legalacsonyabb koncentracié i1s joval magasabb, mint a betegeknél vagy in vivo
allatkisérletekben mért plazma csucskoncentraciok. A napi 24 mg ropinirolt szedd
betegekben mért plazma cstcskoncentracié 20-24 ng/ml, mely 65-80 nM-nak felel meg.
Egyszeri 12 mg dézis bevételét kovetden 33 ng/ml (110 nM) plazma cstcskoncentraciot
mértek egészséges onkéntesekben. A ropinirol 40%-os fehérjekotodését is figyelembe véve
nem valoszini, hogy a gyogyszer egészséges egyének szivizomsejteinek elektrofiziologiai
tulajdonsagait befolyasolja, bar esetismertetésben mar beszamoltak ropinirol kezelés
kapcsan kialakult sinus csom6 dysfunctiorol.

A ropinirol  szdndékos vagy  véletlenszerti tuladagolisa mellett a
plazmakoncentraci6 elérheti a kritikus mikromoléris tartomanyt, amely a repolarizacio
gatlasa révén torsades de pointes tipusu kamrai ritmuszavarok fokozott rizikdjaval jarhat.
A velesziiletett vagy szerzett hosszt QT syndromas betegek szdmara pedig a ropinirol az
eloiras szerinti adagban is veszélyes lehet. A klinikai gyakorlatban magunk is ismételt
torsades de pointes tipusti kamrai tachycardia epizddokat észleltiink egy ropinirol kezelés
alatt 4116 betegben. Osszességében megallapithatjuk, hogy eredményeink szerint a ropinirol
elektrofiziologiai szempontbodl viszonylag biztonsagos szernek tekinthetd. Ennek ellenére
strukturdlis vagy elektromos szivbetegség fennallasa esetén alkalmazasa rendszeres EKG
ellenérzés mellett javasolhatd, repolarizaciot gatlo gyogyszerekkel torténd egyiittadasa

pedig lehetdleg keriilendd vagy csak szoros ellendrzés mellett javasolt.

2. A rosiglitazon vizsgalata soran nyert eredmények megbeszélése

2.1. A rosiglitazon akcios potencial morfologiara gyakorolt hatasa a fesziiltség-clamp

adatok tiikrében

Eredményeink szerint a rosiglitazon szamos iondramot koncentraciofiiggden gatolt
¢s ez az akcios potencidl alakvaltozasaival jart egyiitt. Példaul a kutya szivizomsejtek
vizsgélata soran észlelt korai repolarizacido csokkenés az I, gatlasdval magyarazhato.
Hasonloképpen a platd fazis csokkenése a Ca®" és Na'-aramok gatlasara vezethet vissza,

mig a Vmax depresszidjat az Iy, gatlas indikatoranak tekinthetjiik. Annak ellenére, hogy a
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rosiglitazon szamos ioncsatorna mitkddésére hatassal van, az akcids potencial idtartamat
jelentds mértékben nem befolyasolta (kivéve egy mérsékelt APDsy csokkenést 30 uM és
egy APDgy megnyulast 100 uM koncentracional). Ez annak a kovetkezménye, hogy a
gyogyszer a platd fazis soran szimultan gatolja a befelé iranyuld (window In, €s Ica) €s
kifelé iranyuld (Ix; és Ii,) ionaramokat. A Vyax csokkenése rendszerint egylitt jar az APA
csokkenésével, ezt a jelenséget azonban nem észleltik a kutya szivizomsejtek
vizsgalatakor. Ezzel ellentétben, 100 uM rosiglitazon jelenlétében az APA szignifikans
mértékben ndvekedett. Ez az Iy, és az I, szimultan blokadjanak kdszonhetd, melyek koziil
az In, blokad az APA csokkentése, az I, gatlas pedig az APA novekedése iranydban hatott.
Végiil emlitést érdemel, hogy a rosiglitazone nem valtoztatta meg a sejtek nyugalmi
potencialjat, ami teljes Osszhangban van a szer az Ix; aramra irdnyuld viszonylagos

hatastalansagaval (100 uM-nal nem nagyobb koncentracidk esetén).

2.2. A rosiglitazon és a troglitazon cellularis elektrofiziologiai hatasainak

osszehasonlitasa

Eredményeink alapjan Osszehasonlithatoak a rosiglitazon €s a troglitazon cellularis
elektrofiziologiai hatdsai. A troglitazon az Ic, aramot patkany, nyul és tengerimalac
szivizomsejtekben 10 uM-hoz koézeli 1Csy koncentracioval gatolta. Ez jelentdsen
alacsonyabb, mint a kutya szivizomsejteken végzett vizsgalataink soran a rosiglitazon 92
uM feélgatld koncentracidja. A troglitazon az Iy, aramot is joval erdsebben gatolja, mint a
rosiglitazon. Vizsgalatainkban 100 uM rosiglitazon a V. kevesebb, mint 50 %-os
csokkenését idézte eld. Ezzel szemben 1 uM troglitazone 50%-0s Vax csokkenést, 10 uM
troglitazon pedig az akcids potencialok teljes eltlinését eredményezte nyul kamrai
szivizomsejtekben. A rosiglitazon és a troglitazon gatld hatasa tehat legaldbb egy

nagysagrenddel kiilonbozik.

2.3. A rosiglitazon hatasa az akcios potencial alakjara kiilonbozé allatfajokban

A rosiglitazon hatasai az APDgy és APA értékekre a kiilonbozdé allatfajoknal
jelentésen eltérdek. Ennek a kiilonbségnek az okat az akcids potencial morfologia,
valamint a patkany, egér és kutya szivizomsejtek K'-aramainak kinetikai tulajdonsagai
kozotti eltérésekben kell keresniink (intenziv Iy, platd fazis hidnya patkdnyban €s egérben).

A HDC-KO egereknél tapasztalt kiilonbségnek pedig az lehet az oka, hogy ez az egértorzs
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fogékonyabb autoimmun diabetes kialakulasara. A HDC-KO egerekbdl hianyzik az
endogén hisztamin, ezek az allatok csokkent gliikoztoleranciaval jellemezhetok. Emellett
kimutathatéak benniik a glutamat-dekarboxilaz (GAD), az autoimmun diabetes egyik
lehetséges target-antigénje elleni autoantitestek. A Semmelweis Egyetem Farmakologiai és
Farmakoterapids Intézet kutatocsoportjanak el6zd vizsgalatai eredményei szerint diabetesre
jellemzd elektrofiziologiai valtozdsok, mint a repolarizdci6 megnyuldsa vagy a Vpax
csokkenése kimutathatdak voltak HDC-KO egerekben eldzetes streptozotocinnal torténd
diabetes indukcio nélkiil. Ez a valtozas észlelhetd jelen vizsgéalatunkban is: a HDC-KO
egerekben az APDyy megnyulasa €s a V. depresszidja volt tapasztalhatdo a vad tipust
egerekbdl nyert kontroll értékekkel Osszehasonlitva. Bar kozvetlen ionaram mérések a
patkdny ¢€s egér szivizomsejteken nem torténtek, a ragcsalokon tortént akcids potencial
vizsgalatok alapjan is valosziniisithetd a rosiglitazon ioncsatorndk aktivitdsat modositod
hatasa. Ezt az elgondolast aldtamasztjdk azok a diabeteses egérmodellen tortént
vizsgalatok, melyek szerint a tartds rosiglitazon kezelés modosithatja a K'-csatornak vagy

az azokkal kdlcsonhatdsban levd fehérjék génjeinek expresszidjat.

2.4. Klinikai vonatkozasok

A rosiglitazon legalacsonyabb  koncentracidi, melyek vizsgéalatainkban
statisztikailag szignifikans valtozasokat idéztek eld, magasabbak voltak, mint a betegekben
mért csticskoncentraciok. Egyszeri 8 mg rosiglitazone bevételét kovetden mérhetd plasma
csucskoncentracido 0,8 pg/ml, mely megfelel 2 pM-nak. Ezért nem valdszinii, hogy a
rosiglitazon szokédsos dozisai egészséges egyénekben befolydsoljak a cardialis
electrogenesist, ily modon az arrhythmogenitast. Emellett szol az is, hogy rosiglitazon
kezeléssel kapcsolatban hirtelen szivhalal esetekr6l nem szamoltak be. Fontos azonban
annak a hangsulyozasa, hogy vizsgalatainkat talnyomorészt egészséges emlds
szivizomsejteken végeztiik, a rosiglitazon pedig a diabetes kezelésére hasznalatos szer.
Figyelembe véve, hogy 6nmagéban a diabetes hatasara az ioncsatornak miikodésének és az
akcids potencidlnak a megvaltozasa kovetkezik be, diabeteses allatokban a szer cellularis
elektrofiziologiai hatasanak tovabbi elemzése indokolt. A gyogyszert szedd 1dds,
diabeteses betegek egy része egyéb cardiovascularis rizikdfaktorokkal is terhelt, ezekben
az esetekben a rosiglitazon proarrhythmids effektusa nem zarhaté ki. A rosiglitazonrdl
allatkisérletekben  bebizonyosodott, hogy ischaemias dallapotban csokkenti a

kamrafibrillatios kiiszObot. A gydgyszer csokkent eliminatidja vagy tuladagolasa esetén
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pedig a plasma koncentracidé olyan tartomanyba emelkedhet, mely mar a szivizomsejtek
ioncsatorndit gatolva arrhythmiakra hajlamosit.

A gyogyszer cardiovascularis biztonsdgossaga tovabbra is nyitott kérdés,
egymasnak ellentmonddak a kockazat/haszon ardnnyal kapcsolatos adatok. A bizonytalan
¢s ellentmonddasos klinikai eredmények miatt a gydgyszeriigyi hatésagok reakcioja is eltérd
volt, az FDA jelentdsen szigoritotta a rosiglitazon tartalma készitmények forgalmazésat, az
Eurdpai Gyogyszerligynokség pedig felfiiggesztette a gyogyszer forgalomba hozatali
engedélyét. A szer biztonsadgossagarol véglegesen és egyértelmiien (jabb multicentrikus
tanulmanyok utan lehetne 4llast foglalni, de az elézmények ismeretében ujabb klinikai
vizsgalatok inditdsa valdsziniitlen (etikai €s financidlis szempontbdl is). 2010-ben az USA
Szenatus Pénziigyi Bizottsdga kérdore vonta az FDA-t, hogy miért engedélyezi a
rosiglitazon még folyamatban levd klinikai vizsgélatainak folytatasat és mit szandékozik
tenni a bevont betegek biztonsdga érdekében. A Bizottsag jelentése szerint a gyarto
GlaxoSmithKline céget komoly feleldsség terheli, mivel a cardiovascularis
mellékhatasokrol tudomésara jutott adatokat évekig visszatartotta és igy 1999 és 2007
kozott sszesen 83000 infarctus eset volt a rosiglitazon szedésével 6sszefliggésbe hozhato.

A parcidlis PPARy agonista hatast tiazolidindionok kutatasa, fejlesztése révén
probaljak a  szénhidratanyagcserére gyakorolt kedvezd hatdst megdrizni €és a
mellékhatasokat kiiktatni. A balaglitazon parcialis agonista a rosiglitazonhoz hasonlo
vércukorszint csokkentd hatékonysaggal, de kevésbé okoz folyadékretentiot. A compound
50 ¢és az MK-0533 a preklinikai fejlesztés fazisaban levd, kevesebb mellékhatast okozo
parcidlis agonistdk. Bar a parcidlis PPARy agonistdk kutatasaval igyekeznek
biztonsadgosabb tiazolidindionokat talalni, egyre inkdbb ugy tiinik, hogy e mostoha sorsu
gyogyszercsoport hattérbe szorul a diabetes kezelésében. A tiazolidindionok sorsa
megpecsételddni latszik az incretin alapu kezelés (incretinhatast fokozd szerek és
dipeptidil-peptidaz-4 gatlok) terjedésével. Az eddigi eredmények alapjan az incretin alapu
terapia cardiovascularis szempontbol biztonsagosnak tarthatd, de a hosszi tava
kimenetellel kapcsolatos kérdésekre a folyamatban levo klinikai vizsgalatok fognak valaszt

adni.
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OSSZEFOGLALAS

Munkéank soran két gyogyszer, a Parkinson-kor kezelésére hasznalt dopamin
agonista ropinirol és a 2-es tipusu diabetes kezelésére haszndlt tiazolidindion szer, a
rosiglitazon proarrhythmids hatasait vizsgaltuk kutya kamrai szivizomsejteken.

A ropinirollal kapcsolatban a kdvetkezd 1ényeges megallapitasokat tettiik:

1. A ropinirol koncentraciotol fliggéen nyujtotta vagy roviditette az akcids potencial
idotartamat, csokkentette az akcids potencial korai repolarizaciojdnak mértékét és a
depolarizaci6 maximalis sebességét, tovabba a plato fazis depressziojat idézte eld.

2. Ezen hatéasaival 6sszhangban gatolta a tranziens kifel¢ iranyuld kéliumaramot, a késo1
kaliumaram gyors komponensét és az L-tipusti kalciumaramot. A ropinirol sem a késdi
kaliumaram lassu komponensét, sem a befelé egyeniranyitd kaliumaramot nem gatolta 300
uM-nal kisebb koncentracioban.

3. Az akcids potencial clamp lizemmodban kapott eredmények egybevagtak a fesziiltség-
clamp koriilmények kozotti mérések adataival.

A rosiglitazon vizsgélata soran a kdvetkezdket észleltiik:

1. A rosiglitazon koncentraciotol fliggden csokkentette az akcids potencial korai
repolarizacids fazisat, a depolarizacid maximalis sebességét €s a platd fazis depressziojat
okozta, mig az akcids potencial id6tartama csak csekély mértékben valtozott.

2. A rosiglitazon gatolta a tranziens kifelé iranyuld kaliumaramot, a késéi kaliumaram
gyors komponensét €s az L-tipust kalciumdramot. A befelé¢ egyeniranyitd kaliumaramot a
szer nem gatolta 300 uM-nal kisebb koncentracioban.

3. Az akcios potencidl clamp lizemmodban kapott adatok alatamasztottak a fesziiltség-
clamp koriilmények kozotti mérések eredményeit.

4. A rosiglitazon akcids potencidl konfiguraciora kifejtett hatdsai a kiilonboz6 allatfajokon
jelentésen eltéréek. A rosiglitazon patkanyokban az akcidés potencial amplitado
koncentraciofiiggd csokkenését, egerekben pedig novekedését idézte elé. A vad tipust
egerekben és a patkanyokban a rosiglitazon csdkkentette a depolarizacidé maximalis
sebességét. A repolarizacid 90 %-anal mért akcids potencial idOtartam patkdnyban
megnyult, mig egérben koncentraciéfliggd modon rovidilt. A hisztidin-dekarboxilaz
hidnyos egerekben a 90 %-o0s repolarizdcidhoz tartozd akcids potencidl iddtartam
megnyulasa és depolarizacid maximalis sebességének csokkenése volt tapasztalhato a vad

tipusu egerekbdl nyert kontroll értékekkel 6sszehasonlitva.
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