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1. BEVEZETES

A helyi érzésteleniték egyes diagnosztikus beavatkozasok alkalmaval, mitétek
soran, valamint a posztoperativ, a szulészeti és a kronikus fajdalom csillapitasaban
birnak kiemelt jelent6éséggel. Nélkiulézhetetlen gyogyszerek a fogorvosi
gyakorlatban, hiszen a fogaszati és a szajsebészeti ambulans mditétek kevés
kivételtdl eltekintve helyi érzéstelenitésben torténnek. Ezen beavatkozasok soran a
megfeleld érzéstelenitészer helyes megvalasztasa kiulondsen nagy jelentéséggel
bir, hiszen a fog eredetli betegségek igen intenziv fajdalmat okoznak, amit a
szukseégesse valo kezeléstdl valo félelem még tovabb fokoz. A jelenleg hasznalt és
altalaban biztonsagosnak tartott helyi érzéstelenitok alkalmazasanak legsulyosabb
életveszélyes szovédménye a szisztémas, kozponti idegrendszeri és kardialis

toxicitas, ami miatt alkalmazasuk nagy korultekintést igényel.

1.1. A lokalanesztetikumok fiziko-kémiai tulajdonsagai és az érzéstelenitd
hatas kapcsolata

A klinikumban jelenleg hasznalt helyi érzésteleniték egy tercier aminbdl és egy,
az elébbihez alifas intermedier lancon keresztul észter- vagy amidkotéssel
kapcsolddo, szubsztitualt aromas gylrabdl allé, egymastdl jelentésen eltérd
farmakokinetikai és farmakodinamikai tulajdonsagokkal rendelkez6 aminoészter
illetve aminoamid vegyuletek. Az aromas gyUr( biztositja a biolégiai membranokon
valo atjutashoz szikséges zsiroldékonysagot. Ez a tulajdonsag fokozhaté a gydri
szubsztitualasaval vagy az alkillanc novekvé hosszaval, és aranyos a vegyulet
relativ érzéstelenité és toxikus potencidljaval. Fehériek6té képességuk a
kotéhelyukhoz vald kotédés erbsségével és igy a hatastartammal aranyos. A
receptorrol torténd levalas a molekulasuly csokkenésével egyre gyorsabba valik. Az
érzéstelenité hatas kialakulasahoz sziukséges, a vegyllet tercier, toltés nélkdli,
membranpermeabilis formaba valé atalakulasanak idejét a szdveti pH-val egyltt a
vegyulet pKs-ja szabja meg. A lidocain kivételével a helyi érzéstelenitbk a
molekulaban lévé aszimmetrikus, négy kulonb6z6 szubsztituenshez kapcsolodo
szénatom miatt két, tUkorszimmetrikus térbeli elrendezddési enantiomer (S és R)

formajaban léteznek, melyek fizikokémiai tulajdonsagaik megegyeznek, ugyanakkor



eltérd térbeli strukturajukbdl fakaddan alapvetéen kulonbozhet a receptorukhoz valé

affinitasuk.

1.2. A helyi érzéstelenitok hatasa az idegrostokon

Az afferens (szenzoros) és efferens (motoros) informacié atvitele gyors és nagy
hatotavu jelatvitelt tesz szlikségessé, ami az inger hatasara fellépd transzmembran
ionaramok keletkezésén, a minden vagy semmi jellegl elektromos valasz, az akcios
potencial  kialakulasan és tovaterjedésén keresztil valosul meg. A
lokalanesztetikumok reverzibilis moddon felfliggesztik az akciés potencialok
kialakulasat és tovaterjedését az idegeken. Az érzéstelenités soran el6bb az éles
fajdalom, majd a héérzés, a tapintas, végul a motoros rostok mikodése iktatodik ki.
Az egyes érzéskvalitasok érzéstelenité szerekkel szembeni érzékenysége
ingeruletvezetési sebességgel rendelkezd rostok a legrezisztensebbek. A kulonb6zé
tipusu rostok a helyi érzéstelenitdkre nézve eltér6 érzékenységl ioncsatornakat
expresszalhatnak, de a Kklinikailag észlelt blokad er6sségét a gydgyszer tobb,
kllonbdz6 vastagsagu anatomiai rétegen torténdé athaladasanak jellemzéi is

jelentésen befolyasolhatjak.

1.3. A fesziiltségfiiggd natriumcsatorna miikodése

A lokalanesztetikumok az akcids potencial kialakulasat és tovaterjedését az
idegsejteken a feszlltségfiggd natriumcsatornakon keresztlil folyd gyors
natriumaram gatlasa révén fluggesztik fel. A natriumcsatorna egy, az
ionszelektivitasért, ionvezetésért és a sejtmembran feszultségvaltozasainak
érzékeléseéert felelés alfa, és egy modulaciés szereppel bird béta alegységbdl
felépllé transzmembran glikoprotein molekula. A kilénbdz6 szdvetek aminosav
szekvenciajukat tekintve nagyfoki homoldgiaval jellemezhetd kulonb6zé alfa
alegység izoformakat expresszalnak. @A  natriumcsatornak  dinamikus,
konformaciojukat a membran feszlltségvaltozasaira valtoztatdé molekulak,
melyeknek egy zart, egy nyitott, egy gyors és tdbb lassu inaktivacios allapotat
tételezik fel. Depolarizacié hatasara a nyugalmi membranpotencialon zart allapotu
csatornaban a feszultségszenzor elmozdulasa a csatorna megnyilasat eredményez6
konformaciovaltozast indit el és a sejtbe natriumionok Iépnek be. Kb. 1,5 ms-on

belil a natriumionok bearamlasa a pérus citoplazma feléli végén lévé gyors



inaktivaciés kapu bezarddasa kdvetkeztében gyakorlatilag megszilnik, olyan nem-
vezeto, inaktivalt allapot jon létre, melybdl a csatorna nem képes kodzvetlendl ujra
nyitott allapotba jutni mindaddig, amig a membran nem repolarizalédik. Hosszan
tartd depolarizacié hatasara a csatornak kulonb6zd lassu inaktivacios allapotokba
kerllnek. A lassu inaktivaciét az ioncsatorna konformacios valtozasa jellemezi és az

ingerlékenység szabalyozasaban jatszhat szerepet.

1.4. A helyi érzéstelenitok hatasa a natriumcsatornakra

A helyi érzéstelenitdk fizioldgias korulmények kozott tulnyomaorészt pozitiv téltési
kation és toltés nélkili szabad bazis formajaban vannak jelen. A zsiroldékony
neutralis molekulak csatornabéli kot6helyuket a membran lipidfazisan keresztul a
gyorsabb hidrofob dtvonalon, mig a toltéssel rendelkez6k a csatorna citoplazma
feldli nyitott szajadékan keresztll, a lassubb hidrofil utvonalon érik el. A helyi
érzésteleniték feszultségfliggd natriumcsatornakra gyakorolt gatlé hatasanak két
formaja ismert. A feszlltségfliggd natriumcsatorna aktivalodasakor a nyitott,
citoplazma feldli kapun belép6 kvaterner formaju helyi érzéstelenitd molekula a
szelektivitasi filter alatt 1év6 kdtéhelyéhez vandorol, ahol a nyitott csatornaban toltést
hordoz6é alkilamino része van der Waals er6k révén egy - valamennyi
csatornaizoformaban nagyfokban konzervativ - fenilalanin, mig aromas csoportja
egy ugyancsak konzervativ tirozin oldallanccal lép kapcsolatba. A szer a
csatornaban aszimmetrikusan elhelyezkedve, részben a poérust mechanikusan
beszikitve, részben pozitiv elektrosztatikus gatat létrehozva megakadalyozza a
natriumionok  athaladasat. A  szelektivitasi filter melletti  oldallancokkal
kdlcsonhatasba Iépve a lassu inaktivacios konformacié valamint a feszultségszenzor
stabilizalasaval a helyi érzéstelenitészerek a csatorna kapuzasi folyamatait is
modositjak. A helyi érzésteleniték a nyitott illetve inaktivalt allapotu csatornakhoz
altalaban nagyobb affinitassal kotédnek, mint a zart allapotuakhoz, igy ismétlédé
ingerlés hatasara egyre tobb csatorna kot gyogyszert, ezért a gatlas egyre meélyul.
igy jon létre a magasabb frekvenciak esetén megnyilvanulé frekvenciafiiggs, mas
néven use-dependens, vagy fazisos gatldas. A csatorna zart allapotdban a
konzervativ fenilalanin molekula hozzaférhetetlen a helyi érzéstelenit6 szamara,
ugyanakkor lipofil kapcsolat alakul ki a csatornat bélel6 oldallancok és a neutralis
tercier amin kozott, létrehozva az alacsony ingerld frekvenciak mellett is kialakuld,

de viszonylag magas szerkoncentraciot igényl6 tonusos vagy nyugalmi gatlast, amit



a zart allapotu csatornahoz val6 alacsony affinitasu kotédés jellemez, és amely a
feszlltségszenzor mikodését nem érinti. A hidrofob molekulakra erésebb ténusos,

mig a toltéssel rendelkez6kre markansabb use-dependens hatas jellemz6.

1.5. A helyi érzéstelenitok farmakokinetikai tulajdonsagai

A lokalanesztetikumok terapias hatasa, az ideg ingeruletvezetésének
felfUggesztése a szer lokalis koncentraciojatol fugg. A fiziko-kémiai tulajdonsagaikon
tul a bejuttatds helyének az idegektdl valdé tavolsaga, az adott testtajon az
erezettség mértéke, a zsirszOvet mennyisége és a perctérfogat egyuttesen
hatarozzak meg a helyi gydgyszer koncentraciét csokkentd szisztémas felszivodas
mértékét. A beadas utan a plazmaban elért csucskoncentraciojuk fugg az
alkalmazott doézistol, a beadas és felszivodas sebességétdl, a gyogyszer
fehérjékhez torténd kotédésétdl, megoszlasatél és a szervezetbdl valo

eliminaciéjatol.

1.6. A helyi érzéstelenitdk szisztémas toxicitasa

A véraramba jutd helyi érzéstelenitészer valamennyi ingerlékeny strukturaval
kapcsolatba kerul, igy a relativ vagy abszolut tuladagolas kovetkeztében a
vérkeringésben jelenlévd szabad gyogyszermolekulak a kdzponti idegrendszeri - és
kardiotoxicitas kialakulasahoz vezetnek. A toxicitas mertéke a szer hataser6ssegétol
€s az érpalyaban jelenlévd szabad gyogyszerszinttél fugg. A kdzponti idegrendszeri
tinetek alacsonyabb plazmaszint mellett Iépnek fel, a kérgi gatlé neuronok bénulasa
okozta excitatérikus, konvulziv stadiumot a generalizalt idegrendszeri gatlas koveti
hypoventillacioval, majd l|égzésbénulassal és kdémaval. A helyi érzéstelenitok
plazmaszintje tovabb emelkedve kardiotoxicitast okoz. A sziv-érrendszerre gyakorolt
hatasuk részben indirekt, a kdzponti idegrendszer altal medialt bifazisos valasz: az
excitatérikus fazisra jellemzé stimulalé hatas hiperdinamias keringésben, majd a
magasabb gyogyszerszintek hatasara kialakuld kozponti idegrendszeri depresszio
bradycardiaban és hipotonidaban nyilvanul meg. Az egyes helyi érzésteleniték
anesztezioldgiai potencialjuk aranyaban kilénbdzé mértékl, szivizomra gyakorolt
kozvetlen hatasai sejtszinten a kardialis akcids potencialokra és az azokat kialakito

ionaramokra iranyulé hatasok eredményeként jonnek létre.



1.7. A szivizomsejtek akcios potencialja és az azt kialakité ionaramok

Az akcids potencial a sejtmembranban lévé id6- és feszultségfiggd natrium-,
kalium- és kalciumcsatornak konduktancia valtozasainak eredményeként jon létre. A
-80 mV nyugalmi potenciallal rendelkez6 kamrai izomsejteken az inger hatasara
létrejon az akcids potencial kb. 200 V/s maximalis depolarizaciés sebességgel
jellemezhet6 felszalld aga (0. fazis), amely kb. 30-40 mV tullovést ér el. A felszallo
agat rovid korai repolarizacio koveti (1. fazis), amely kulondsen intenziv az
subepicardialis €s midmyocardialis kamrai sejteken. A subepicardialis sejteken akar
20-30 mV nagysagot elérd korai repolarizaciét egy ujabb depolarizacios fazis koveti,
jellegzetes spike-and-dome morfologiat hozva létre. A platéfazist (2. fazis) a
membranpotencial lassu repolarizacioja jellemzi. A platéfazisnak a terminalis
repolarizacié (3. fazis) vet véget, amelynek végére a membranpotencial a nyugalmi
értékre tér vissza (4. fazis).

Az akciés potencial felszalld agat szivizomban is a feszlltségfiggd
natriumcsatornakon |étrejové, befelé iranyuld natriumaram (Ina) hozza létre,
kevesebb, mint 1 ms alatt 110-120 mV feszlltségvaltozast eredményezd
natriumaram iranyul a sejtbe. Ezt kovetéen a csatornak gyorsan inaktivalodnak, csak
a negativ membranpotencial értékeknél bekdvetkez6 inaktivacidbdl vald visszatérést
kovetben képesek ujra megnyilni. A steady-state aktivacios és inaktivacios gorbék
atfedésének megfeleld szik membranpotencial tartomanyban kis amplitudéju
natriumaram, az ugynevezett window natriumaram észlelhetb. Az Ina klasszikus
gatldészerei a tetrodotoxin, a saxitoxin, tovabba a helyi érzésteleniték.

A korai repolarizaciot létrehozé tranziens kifelé iranyuld aram (l,) egyik, az
intracellularis  kalciumkoncentraciotol fuggetlen, de 4-aminopyridinre érzékeny
kaliumaram komponense (li1) maga is legalabb két kilonb6zé kaliumcsatorna
izoforma miikddése révén jon létre (kutyaban és emberben dominansan Kv4.3 és
Kv1.4). Az |, jelent6sége a korai repolarizacio kialakitasaban és ezaltal a megfeleld
mértékl kalciumbelépéshez szikséges elektromos hajtderd fenntartasaban van.

A befelé és kifelé iranyuld aramok finom egyensulya all fent az akciés potencial
platéfazisa alatt. Depolarizalt feszlltségértékek mellett a feszultségfiiggd
kalciumcsatornan keresztul az extracellularis térb6l a sejtbe iranyulé L-tipusu
kalciumaram (lc,) valamint a repolarizalé hatasu, féleg a gyors késéi egyeniranyitd
kaliumcsatornakon keresztul kifelé folyd kaliumaram (lx,) parhuzamosan aktiv. A

platéfazis elején az |, is csekély mértékben hozzajarulhat a kifelé iranyuld



aramokhoz, mig a befelé irdnyuld daramok kézul a window natriumaram jatszik még
szerepet a platéfazis alakitasaban, és ezen keresztil az akcidés potencial
idétartamanak meghatarozasaban.

Az lca aktivacios kiuszobe kb. -25 mV-nal van, maximumat 0 mV Kkoruli
feszlltségnél éri el. A szivizomban az lc, az extracellularis térbdl torténd
kalciumbelépés f&6 mechanizmusa. A kovetkezményes intracellularis kalcium
koncentracié ([Ca?']) ndvekedés indukalia a rianodin receptorokon keresztilli
kalcium felszabadulast a szarkoplazmatikus retikulum kalciumraktaraibél. A
megndvekedett intracellularis Ca** koncentracié lehetévé teszi a Ca®* ionoknak a
troponin C molekulahoz koétédését, meginditva ezzel a kontraktilis apparatus
miikodését. A diasztole alatt az intracellularis Ca®* koncentracio lecsdkken, mivel
jelentés része visszapumpaldodik a szarkoplazmatikus retikulum raktaraiba. Az lIc,
jellemzd gatldészerei a nifedipin-szarmazékok, a verapamil és a diltiazem.

A repolarizacio alatt aktivalodd késdi egyeniranyitd  kaliumaram  két
komponensbdl all: az aram gyors (lx) és lassu (Iks) komponensét kulénboztetjik
meg. A fiziolégias kamrai repolarizacioban f6 szerepet jatszo I, arameért felelGs
csatornakat a porusformalé HERG alegység és az ehhez kapcsolddd regulatorikus
alegység, a MIRP1 fehérje alkotja. Az Ik, -40 mV membranpotencial felett
aktivalodik. C-tipusu inaktivacidja koévetkeztében a csatorna markansan befelé
egyeniranyit. Szelektiv gatloszere a dofetilid, a d-sotalol és az E4031 kodjell
vegydulet.

A KCNQ1 gén altal kodolt Kv7.1 csatorna fehérje (korabbi elnevezése KvLQT1)
és a minK alegységek egyuttesen alkotjak az Ixs aramot létrehoz6 csatornat. Emberi
sziven az lks a plato fazis alatt nagyon lassan aktivalddik, majd viszonylag gyorsan,
néhany szaz ms alatt deaktivaldédik. Az Iks aktivalédasanak az akcids potencial
megnyulasa esetén, a tovabbi extrém megnyulas megelbzésében tulajdonitanak
szerepet, igy az lks aramot jelen ismereteink szerint inkabb a repolarizacios rezerv
részeként, semmint a repolarizaciot vezerld6 aramként képzeljuk el. Az aram
szelektiv gatlészere a chromanol 293B.

Az Ik, befelé egyeniranyitdé kaliumaram az akciés potencidlok kozoétti erésen
negativ nyugalmi membranpotencial kialakitasaért felelés. A befelé torténd
egyeniranyité sajatsaga teszi lehetévé, hogy a csatornak a nyugalmi potencial
kbzelében nyitva legyenek, de depolarizacio hatasara zarddjanak. Az Ik fontos

szerepet jatszik a terminalis repolarizacié felgyorsitasaban és teljessé tételében is.



Az aram hatterében kutyaban és emberben a Kir2.1 a dominans csatorna izoforma.
Az ks aramnak nincs teljesen szelektiv gatlészere, de 50 uM BaCl, alkalmazasaval

viszonylag szelektiv gatlas érhetd el.

1.8. Uj helyi érzéstelenitdk a klinikai gyakorlatban

1.8.1. Ropivacain (N-2,6-dimethylphenyl-1-propylpiperidine-2-carboxamid)

Az elsd olyan, kizardlag S sztereoizomert tartalmazé hosszu hatasu helyi
érzéstelenit6, amelyet célzottan az alacsonyabb kardiotoxicitas remeényében
fejlesztettek ki. Kisebb lipidszolubilitdssal és fehérjekotd képesseéggel valamint
szignifikansan rovidebb terminalis féléletidével rendelkezik, mint a bupivacain.
Klinikai alkalmazds  soran ekvipotens doézisban adva a két szer hasonlo
tulajdonsagokkal rendelkezik. Altalanosan elfogadott, hogy a ropivacain hasonlé
aneszteziologiai potencialja mellett a bupivacainhoz képest alacsonyabb
kardiotoxikus potenciallal bir. Ennek ellenére széleskorli alkalmazasa soran a
ropivacain-anesztézia kapcsan is tobbszor kodzoltek szivmegallast illetve sulyos
arrhythmia kialakulasat, melyek nagy gyogyszermennyiségek beadasat igényld
eljarasok soran vagy érbe torténd véletlen befecskendezés kdvetkeztében alakultak
Ki.

Allatkisérletekben  kiildnb6z6  allatfajokbdl izolalt szivkészitményeken a
ropivacain gyengébb negativ inotrép és kronotrop hatast mutatott, mint a bupivacain
és kevésbé volt arrhythmogen. Bar a ropivacain ekvipotens adagjait tesztelve a
ropivacain keveésbé tlint kardiotoxikusnak, mint a bupivacain, a szubletalis d6zisok
alkalmazasa mennyiségileg és mindségileg hasonld hemodinamikai valtozasokat
okozott. Ezzel szemben, intrakoronaridlisan alkalmazva a kamrai ingeruletvezetést a
bupivacain erésebben gatolta. Széles korl alkalmazasa, az 6nkénteseken és
kalonbozé kisérleti allatokon végzett részletes vizsgalatok ellenére kevés adat all
rendelkezésre a molekula sejtszintl kardialis hatasaira vonatkozéan. A ropivacain
negativ inotrop hatasa mellett use-dependens mddon csOkkentette a
szivizomsejteken a depolarizacié maximalis sebességét (Vmax), melyet egyenesen
aranyosnak tartank a gyors natriumaram siriségeével. Ezen hatasa gyengébb volt,
mint a bupivacainé, de er6sebb, mint a lidocainé. A ropivacain a lidocainhoz képest

alacsonyabb frekvenciaktél kezdve csokkentette a depolarizacié maximalis



sebességét. A natriumcsatornarél valé levalasi idéallandojat sokkal hosszabbnak
talaltak, mint a lidocainét, bar rovidebbnek, mint a bupivacainét.

A ropivacain tobb human klénozott kardialis ioncsatorna mikodeését, igy az I
molekularis bazisat képz6 Kv4.3/KChIP csatornat valamint a pitvari szivizom egyik
fontos repolarizalé aramat, az I, aramot medialé Kv1.5 csatornat a rutin klinikai
alkalmazas soran mért plazmaszinteknél magasabb koncentracioknal gatolta.
Toxikologiailag relevans koncentracioban, a bupivacainéval azonos hatékonysaggal
gatolta a human Ik, aram hatterében allé HERG csatornakat. Tengerimalacbdl izolalt
kamrai szivizomsejteken a ropivacain csOkkentette az Ina és az lca aramok
nagysagat, de nem befolyasolta szignifikansan az I és Ixs aramokat. Ezek az
ioncsatornakra iranyulé gatlo hatasok hozzajarulhatnak a ropivacainnal kivalthato

kardiotoxicitashoz.

1.8.2. Articain ( (RS)-methyl 4-methyl-3-(2-propylaminopropanoylamino)thiophene-
2-carboxylate)

Az articain racem keverék, egyedulallé az amid tipusu helyi érzésteleniték kozott,
mert egy zsiroldékonysagot fokozé tiofén gydrit tartalmaz, észtercsoportja pedig
lehetévé teszi az észterazok hatasara bekdvetkezé hidrolizist a plazmaban és a
szovetekben. A lidocainnal 0sszehasonlitva a hasonlo érzéstelenitd hatas mellett
sem lokalis, sem szisztémas nem kivanatos hatasaik vonatkozasaban nem talaltak
szamottevd eltérést. Plazmafehérje-kotése 70 %-os, az articain jobban diffundal a
csontba és lagyszdvetekbe, mint mas anesztetikumok. Bar elsésorban a fogaszati
alkalmazasa elterjedt, a lidocainéhoz képest gyorsabb hatasa, rovidebb eliminacioja,
valamint alacsony plazmakoncentracioja miatt az ambulans sebészet soran
alkalmazott regionalis anesztéziaban is el6nyos lehet a hasznalata.

Lényeges, hogy eddig az irodalomban nem jelent meg kézlemény articain okozta
szivmegallasrol, fogaszati alkalmazasa soran a kardiovaszkularis rendszerre nem
gyakorolt szignifikans gatlo hatast. A klinikai plazmaszintet tizszeresen meghalado
koncentraciéban az articain szignifikansan kisebb mértékben volt kardiodepressziv,
mint a bupivacain 6tszoros koncentracidban. Széleskorl alkalmazasa ellenére az
articain sejtszintli szivelekrofiziolégiai hatasairdl alig tudunk valamit. Egy korai
kozleményben csokkentette a nyul kamrai akcids potencialjanak amplitudojat és a
depolarizacio sebességét. A HERG csatornakat a klinikailag relevans

koncentraciékban nem gatolta az articain. Kevés ismeret all rendelkezésiunkre az
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articain mas ingerlékeny strukturakra kifejtett hatasainak vonatkozasaban is. Nyul
harancsikolt izomsejteken gatolta a szarkoplazmatikus retikulum Ca®*-fliggé ATP-az
aktivitasat, csokkentve a kalciumionok kotédését a nagy @ affinitasu
transzporthelyekhez, és a Ca®'-visszavétel sebességét. Mindez elhiz6d6

izomspazmushoz vezethet, ha a szer az izomba diffundal.

2. CELKITUZESEK

Az articain és a ropivacain viszonylag rovid ideje hasznalt érzéstelenitészerek a
klinikai gyakorlatban. Széles korl hasznalatuk és altalaban alacsonyabbnak tartott
kardiotoxikus potencialjuk ellenére kevés relevans adat all rendelkezésunkre
cellularis szintl kardialis hatasaik vonatkozasaban. Jelen vizsgalataink célja az
articain és a ropivacain varhaté sejtszintl szivelektrofiziolégiai hatasaira vonatkozo
adatok nyerése kutyaszivb6l izolalt kamrai izomsejteken, mert a kutya
szivizomsejtek elektrofizioldgiai tulajdonsagait tartjak a leginkabb hasonlénak a
human cardiomyocytdkéhoz az ionaramok megoszlasat és kinetikajat tekintve.

Vizsgalataink soran az alabbi fontosabb kérdésekre kerestlink valaszt:

1. Milyen koncentraciéfuggé hatast gyakorol az articain és ropivacain a
szivizomsejtek elektromos folyamataira?

2. Ezen belll hogyan befolyasolja az articain és a ropivacain az akciés potencial
alakjat (korai repolarizaci6 mélysége, platéfazis magassaga) és jellegzetes
paramétereit (amplitudo, depolarizacidés sebesség, id6étartam) kulonb6zd ingerld
frekvenciak mellett?

3. Az akcidés potencial alakvaltozasainak hatterében milyen, az akcidés potencial
kialakitasaban résztvevd ionaramok modosulasa all?

4. Milyen hatast gyakorol az articain €s a ropivacain a myocardium kalcium-
homeosztazisara (intracellularis Ca®*-tranziensek nagysaga, a Ca*'-felszabadulas
és -visszavétel sebessége) és kontraktilitasara?

5. A tobbi, a klinikai gyakorlatban hasznalt helyi érzéstelenitbvel 6sszehasonlitva
milyen proarrhythmias kockazattal kell szamolnunk a rutin klinikai alkalmazas illetve

véletlen érpalyaba tortént beadas esetén?
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kamrai szivizomsejtek izolalasa kutyabol

Az allatok altatasat kovetden a sziveket gyorsan eltavolitottuk és Tyrode oldatba
helyeztik. A bal elllsé leszall6 koszoruért kanulaltuk, a szivizomsejteket a
szegmentperfuzidos technika alkalmazasaval, enzimatikus kezeléssel nyertik. A
preparatumot Ca**-mentes tapoldattal 5 percig perfundaltuk, majd ezt 1 mg/ml
kollagenazzal és 0,2 % bovin szérum albuminnal kiegészitett, 50 yM Ca**-tartalmu
oldattal végzett ataramoltatas kovette 30 percig. A bal kamrafal megemésztett
részeit kis kockakra vagtuk és az eljaras végén nyert sejtszuszpenziot tobbszor
atmosva a Ca?*-koncentraciot fokozatosan 2,5 mM-ra visszaallitottuk. A sejteket
felhasznalasukig 15 °C hémérsékleten taroltuk.

3.2. Akcids potencial elvezetése intracellularis mikroelektroda technikaval
Valamennyi elektrofiziologiai mérést 37 C° hdmérsékleten végeztik. Az
egyertelml harantcsikolatot mutatd, téglalap alaku él6 sejteket egy oxigénizalt
Tyrode oldattal folyamatosan ataramoltatott plexiivegbél készult mérékadban
Ulepitettik. Az akciés potencial elvezetését Axoclamp 2B tipusu er6sitd
bemenetéhez kapcsolt hegyes uUveg mikroelektréda segitségével végeztuk. A
sejteket az elektrodan keresztul 1 Hz frekvenciaval folyamatosan ingereltuk 1 ms
idétartamu négyszog impulzusokkal. Az alkalmazott kisérleti feltételek mellett az
akcidés potencial idétartamanak id6fliggé valtozasai 60 percen belll elhanyagolhat6
mértéklek voltak. Az articain és a ropivacain koncentraciofiggé hatasainak
vizsgalatakor a szerek koncentraciojat kumulativ médon noveltuk 1 és 300 pM
kozott- Valamennyi koncentraciét 3 percig alkalmaztuk, majd az ezt kovet6,
gyoégyszermentes Tyrode oldattal térténd kimosas 10 percig tartott. Ezek az
inkubacids és kimosasi periddusok elegenddek voltak a steady-state szerhatasok
kialakulasahoz illetve azok gyakorlatilag teljes reverzibilitasahoz. A frekvenciafugg6
mérések esetén 5 s ciklushosszon kezdtik az ingerlést, majd legalabb 5 perc
ekvilibracios periddust kovetéen a ciklushosszat fokozatosan csokkentettik. Az

akciés potencialokat 200 kHz mintavételezési frekvencia mellett Digidata 1200
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tipusu analbég-digitalis konverter segitségével digitalizaltuk és az analizisig

szamitogep merevlemezeén taroltuk.

3.3. lonaramok mérése konvencionalis voltage clamp technikaval

A sejteket oxigenizalt Tyrode oldattal perfundaltuk 37 °C hémérsékleten. A
membranaramokat Axopacth 2B erdsitével vezettik el a patch clamp technika teljes
sejt konfiguraciojat hasznalva. Miutan enyhe szivassal 1-10 GQ ellenallasu
kapcsolatot, un. gigasealt alakitottunk ki, az elektréda hegye alatt 1évé membrant
tovabbi szivassal vagy 1-5 ms id6tartamu, 1,5 V nagysagu elektromos
impulzusokkal felszakitottuk. A soros ellenallas jellegzetesen 4-8 MOhm volt, amit a
mérés elbtt altalaban 50% és 80% kozotti szinten kompenzaltunk. A kisérleteket
kihagytunk az értékelésbdl, ha a soros ellenalldas magas volt vagy a mérés alatt
jelentésen novekedett. A mintavételezést AxonpClamp 6.0 program segitségével
végeztik 100 kHz frekvencian. A mért ionaramokat minden esetben a sejt
kapacitasara normalizaltuk, melyet minden sejten egy rovid, -10 mV-r6l -20 mV-ra

torténd hiperpolarizalé impulzus segitségével hataroztunk meg.

3.4. lonaramok mérése akcios potencial clamp technikaval

A gigaseal kapcsolat kialakitasa utan és a sejtbe valé betorést kovetben a
Tyrode oldattal perfundalt szivizomsejtekrél az akcios potencidlokat aram clamp
uzemmoddban vezettik el. A sejteket az elektrédan keresztll folyamatosan 1 Hz
frekvenciaval ingereltiik oly médon, hogy legalabb 1-2 ms eltérés legyen a stimulus
artefaktum és az akciods potencial felszall6 aga kozott. Minden sejtrél 10 egymast
kovetd akcids potencialt vezettink el, amelyeket digitalizaltunk és on-line
atlagoltunk. Ezt az atlagolt jelet, mint parancsjelet alkalmaztuk ugyanazon sejten
valtozatlan frekvenciaval, miutan az erdsitét feszilltség clamp Uzemmaodba
kapcsoltuk. Az ilyen korilmények kozott elvezetett aramjel a nulla-szint kozelében
futd vizszintes vonal volt, leszamitva az akcidés potencial felszalld szaranak
megfeleld rovid szakaszt, ahol a feszlltségkontroll nem volt megfelel6. Valamely
ionaram vizsgalatakor az adott aram specifikus gatléoszerét alkalmaztuk. llyenkor a
vizsgalt aramot az erésitének kell potolnia, ami membranaramként jelenik meg, az
eredetivel ellentétes eljellel. Ezt az analizis soran a konvencionalis polaritasnak

megfeleléen megforditottuk.
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Az articaint és a ropivacaint 10 yM és 1000 uM kozotti koncentraciokban
kumulativ médon alkalmaztuk. A szerek altal gatolt ionaramokat ugy hataroztuk
meg, hogy a szer hozzaadasa utan nyert aramgorbébdl kivontuk a szer adasa el6tt
elvezetett aramjelet. Ez a muivelet harom, jol elktlonilé csuccsal jellemezhetd
Osszetett aramprofilt eredményezett: a legkorabban jelentkezé kifelé iranyuld
aramcsucsot l-ként, az ezt kdvetdéen kialakuld befelé iranyuldt Ic,-ként, mig a
terminalis repolarizacioval szinkron megjelend késéi kifelé iranyulé aramcsucsot az

Ikr és lk1 keverékeként azonositottuk.

3.5. A kontraktilis eré6 mérése

Az 1 mm-nél kisebb atmér6ji veékony kamrai trabekulakat folyamatosan
perfundaltuk 37 °C hémérsékletli Krebs oldattal, amelynek pH-jat 7,4 +0.05 értékre
allitottuk be. A kontrakciés erét egy mikromanipulatorhoz rogzitett kapacitiv
mechano-elektromos transzducer segitségével hataroztuk meg. Valamennyi
preparatum a maximalis er6t eredményez6 nyugalmi hosszra lett beallitva. A
preparatumokat a mérés el6tt 60 percig hagytuk stabilizalédni 2 masodperc ingerlési
ciklushossz mellett. Az articain és a ropivacain kumulativan ndvekvé koncentracioit
alkalmaztuk (minden koncentraciot 20 percig), majd 60 perc kimosas kovetkezett. Az
adatokat 1 kHz mintavételi frekvencia mellett Digidata 1200 analog-digitalis
konverter segitségével digitalizaltuk, majd szamitégép merevlemezén rogzitettlk,

ahol azokat a késdbbi feldolgozasig taroltuk.

3.6. Intracellularis Ca**-tranziensek elvezetése

A sejten belilli Ca®"-koncentracid valtozasait egy raciometrias alapu
kalciumszenzitiv festék, a Fura-2 fluoreszcenciajanak kovetésével hataroztuk meg
37°C hémérsékleten. Az izolalt szivizomsejteket szobahémérsékleten 3 uM Fura-2-
acetoximetilésztert tartalmazé Tyrode oldatban. Pluronic F-127 jelenlétében
inkubaltuk 10 percig. Ezutan, valamint a festék legalabb 30 percig tarto
deészterifikaciojat kdvetben a sejteket a felhasznalasig 15 C°-on taroltuk. A sejteket
platinabdl készullt elektrédapar segitségével 1 Hz frekvenciaval ingereltik. A festéket
xenon ivlampabdl szarmazé 340 nm és 380 nm hulldamhosszusagu fénnyel
gerjesztettlk, az emittalt fényt fotoelektron-sokszoroz6 segitségével 510 nm-en
detektaltuk. Az intracelluldris szabad Ca®*'-szinteket a nem specifikus hattér

fluoreszcencia korrekciojat kovetéen, a 340 nm és 380 nm hulldamhosszakon tortént
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gerjesztés utan kapott fluoreszcencia intenzitasok hanyadosaként hataroztuk meg,

mindig 10 egymast koveté [Ca®];

-tranzienst atlagolva 0Ossze. Az articain és
ropivacain kumulativ médon novekvd koncentracioit (minden koncentraciot 3 percig)

vizsgaltuk, majd a sejteket 10 percig Tyrode oldattal mostuk.

3.7. Nehéz SR vezikulak preparalasa

A szarkoplazmatikus retikulum terminalis ciszternainak membranjabdl lefizddott
nehéz SR vezikulakat a kutya bal kamra izomzatabdl izolaltuk. A szdvetmintak
homogenizacidjat és 4500 g-n végzett centrifugalast kovetéen a nyers
mikroszémakat a fellluszobdl 40000 g-n végzett centrifugalassal tovabb tisztitottuk.
Az aktomiozin szennyez6dést 600 mM KCI oldatban végzett oldassal tavolitottuk el,
a mikroszoma frakciot 109000 g-n centrifugalassal nyertuk. A pelletet
Ujraszuszpendaltuk, majd 20-45 %-os linearis cukorgradiensre rétegeztik. A nehéz
M cukorban 10 mM K-PIPES-ben (pH=7,0) azokat reszuszpendaltuk. A

preparatumban a fehérje koncentraciojat Biuret mddszerrel hataroztuk meg.

3.8. ATP-az aktivitas meghatarozasa

Az ATP-az aktivitast kapcsolt enzim assay technikaval hataroztuk meg 37 °C
hémérsékleten (pH=7,5). A teljes hidrolitikus aktivitast a NADH elnyelési
hulldmhosszanal (340 nm) észlelt fényintenzitas valtozasaként mértik. A nehéz SR
vezikulak teljes hidrolitikus aktivitasa 2,7 - 2,82 1U koz6tt mozgott, a Ca**-fiiggd
ATP-az aktivitast a teljes hidrolitikus aktivitas 5 mM thapsigargin altal gatolt
részekent identifikaltuk. A szert 5 perccel az enzimaktivitas mérés kezdete el6tt
adtuk a preparatumhoz. A vizsgalatot Ca’" és EGTA adott keverékének jelenlétében
végeztiik, amellyel a becsiilt szabad Ca?*-koncentraciét 2,4 pM értékre allitottuk be,

ahol a SERCA aktivitasa maximalis volt.

3.9. Ca**-felvétel és Ca**-felszabadulas mérése nehéz SR vezikulakon

A szarkoplazmatikus retikulum nehéz vezikuldiba torténé Ca®*-felvétel és
felszabadulds meghatarozasat a Ca®*-érzékeny antipirilazo 1ll festék segitségével
végeztuk. Az elnyelést 710 nm-en SPEX spektrofotométerrel mértuk. A Ca**-felvétel
mérésekor a vezikulakat articain vagy ropivacain jelenlétében aktivan toltottik fel
Ca?*-mal 37 °C hémérsékleten 1mM ATP/MgCl, és 0,25 mM antipirilazo Il tartalmd
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pufferban. A feltdltést 100 uM CaCl,-nak a kdzeghez adasa inditotta el, a felvétel
sebességét az extravezikularis Ca®*-koncentracié csékkenéseként monitoroztuk. Az
abszorpcios szignalt CaCl, ismételt hozzaadasaval kalibraltuk.

A Ca*'-felszabadulas mérésekor a vezikulakat 200 uM CaCl, jelenlétében egy
éjszakan at inkubalva, passziv moédon toltéttilk fel Ca?*-mal. A Ca**-felszabadulast
articain illetve ropivacain adott koncentracioival tortént 5 perces el6inkubaciot
kdvetden 0,3 mM thymol hozzaadasa inditotta el. A Ca®*-felszabadulas kezdeti

sebességét az extravezikularis Ca?*-koncentracio ndvekedésébél hataroztuk meg.

3.10. Analizis

A mérések soran nyert adatokat atlagoltuk és kiszamitottuk a standard errort
(SE). Az atlagértékek kulonbségeinek megitéléesére ANOVA-t és Student—féle t
probat illetve Dunnett tesztet hasznaltunk. A kapott eredményeket p<0,05 esetén
tekintettlk szignifikansnak. A kumulativ doézis-hatas gorbéket az adatok Hill
egyenlettel torténd illesztésével nyertik, az ECs félgatldo koncentraciokat és a Hill

koefficienseket ezekbdl hataroztuk meg.
3.11. Vegyszerek

Az articaint (Ultracain 5 ml 2 %-os oldat) az Aventis Pharma Deutschland
GmBH-t6l szereztik be. A ropivacaint (Naropin 20 ml 7,5 mg/ml) az AstraZeneca
AB-tél vasaroltuk és a felhasznalas napjan frissen készitettik Tyrode oldattal a
végs®é koncentraciéig higitva. A tobbi vegyszer a Sigma Aldrich Co.-tdl

szarmazott.

4. EREDMENYEK

4.1. Az articain hatasa az akciés potencial paramétereire

Az 1Hz frekvenciaval ingerelt kutya kamrai szivizomsejteken az articain
koncentraciéfiggd modon modositotta az akcidos potencial morfolégiajat,
csOkkentette az akcids potencial amplituddjat, a depolarizacié maximalis sebességét
(Vmax), @ korai repolarizacié amplitudojat, az akcios potencial idétartamat (APD) és

plato-depressziot okozott. Az akcids potencial idétartamanak a rovidilése és a Viax
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csOkkenése 10 uM ill. 30 uM koncentracioktdl volt szignifikans. A Vimax értékeket a
Hill egyenlethez illesztve 162130 uM félgatlé koncentraciot és 1,16+0,03 Hill
koefficienst kaptunk. A fenti hatasok mindegyike reverzibilis volt 5 perc articain-

mentes Tyrode oldattal torténé mosast kovetden.

4.2. Frekvenciafligg6 sajatossagok

Mind a depolarizaci6 maximalis sebességének (Vmax) csOkkenése, mind az
akcios potencial idétartamanak articain okozta megrovidulése frekvenciafiggé volt.
Mig az els6 hatds a magasabb frekvencianal volt kifejezettebb (normal
frekvenciafliggés), addig az utdobbi az alacsonyabb frekvenciak mellett volt
hangsulyosabb (forditott frekvenciafuggés). Mindkét tulajdonsag jellemzdje az
ioncsatorna-gatloknak, beleértve szamos helyi érzéstelenitét. A Viyax és az akcios
potencial idétartam restitucios kinetikajanak meghatarozasa soran a sejteket 1 Hz
frekvenciaval 20 alapstimulusbél allé ingersorozattal ingereltik. Valamennyi
sorozatot egyetlen extrastimulus kovetett folyamatosan ndévekvé kapcsolasi
intervallumokkal. Az extrastimulust kdvet6en az alapingersorozatot megismételtuk.
igy minden huszadik alap akciés potencialt egy-egy extra akciés potencial kdvetett,
egyre hosszabb diasztolés intervallumokkal. A diasztolés intervallumot a sorozat
utolsé alap akciés potencialjanak 90 %-os repolarizacids szintjétél az extra akcios
potencial felszallé szaraig eltelt idoként definialtuk. A leghosszabb, 5 s diasztolés
intervallumot kdvetéen a depolarizacid maximalis sebességére (Vmax ) vonatkozdan
mért 16,212 %-os tonusos gatlds mellett egyre nagyobb frekvenciafiggd gatlas
alakult ki a diasztolés id6kozok rovidulésével. A frekvencia-figgd Vmax-gatlas offset
kinetikajat az articain meérési eredmények alapjan monoexponencialis fuggvény
illesztésével hataroztuk meg. Az articain levalasi idéallanddja 92+20ms-nak adddott.
Ez rovidebb, mint amit mas helyi érzéstelenité szerek esetében tapasztaltak. Az
akcios potencial id6tartamanak restituciés gorbéi articain jelenlétében laposak
voltak. Ez arra utal, hogy a kulonb6z6 diasztolés id6kozoket kovetden kivaltott
akciés potencialok idétartama részlegesen elvesztette a normal Tyrode oldatban

észlelt természetes frekvenciafliggb sajatossagat.
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4.3. Az articain hatasa a szivizomsejtek ionaramaira konvencionalis voltage
clamp korulmények kozott

Ezekben a kisérletekben az articain koncentraciofiggd hatasait tanulmanyoztuk
a szivizomsejtek egyes ionaramaira konvenciondlis voltage clamp technikaval,
kumulativ. médon noévelve a szerkoncentraciot a 10 és 1000 pM kozotti
tartomanyban.

Az L-tipust Ca®*-aramot (Ic.) a sejtek -40 mV tarté potencialrdl +5mV-ra térténd,
200 ms hosszusagu depolarizaciéjaval aktivaltuk. A Tyrode oldat 3 mM 4-
aminopyridin, 1 pyM E4031 és 30 pM chromanol 293B elegyét tartalmazta a
kilénb6z6 kaliumaramok gatlasa céljabdl. Az articain koncentraciéfiiggéd maodon
gatolta a Ca®*-aramot, mely gatlé hatast 471+75 uM ECsy és 1,07+ 0.14 Hill
koefficiens értékekkel jellemeztink az adatok Hill egyenlethez torténd illesztésével.

A tranziens kaliumaramot (l,) a -80 mV potencialon tartott sejtek 200 ms
id6tartamu, +50 mV-ra torténd depolarizalasaval aktivaltuk. Minden tesztimpulzust
egy-egy 5 ms idétartamu -40 mV-ra térténd depolarizacié elézott meg a Na*-aram
inaktivalasa céljabdl, mig a Ca®*-aramot 1 uM nisoldipin hozzaadasaval gatoltuk. Az
articain koncentraciofiggé médon gatolta az |, aramot, mely gatlé hatast 365+62 uM
ECso és 1,02+0,04 Hill koefficiens értékekkel irtunk le.

A befelé egyeniranyito kaliumaramot (lk1) a -80 mV-on tartott sejtek -135 mV-ra
torténd hiperpolarizaciéjaval vizsgaltuk. A steady-state aramot 400 ms utan
hataroztuk meg. Az articain ECsp = 372146 pM félgatld koncentraciéval valamint
1,63+0,09 Hill koefficienssel jellemezheté mddon gatolta az ks aramot.

A késbi egyeniranyitd kaliumaram gyors komponensét (lx;) a -80 mV potencialon
tartott sejtek +40 mV-ra torténé 1 s idétartamu depolarizacidjaval aktivaltuk. Az aram
nagysagat a -30 mV-ra torténd repolarizaciét kovetben rogzitett farokaram
amplitiddjaval jellemeztik. A Ca*-aramot 1 pM nisoldipinnel, mig a késéi
egyeniranyité aram lassu komponensét 30 yM chromanol 293 B-vel gatoltuk. Az Ik,
farokaramok amplitudoi progressziven csokkentek az articain egyre novekvd
koncentracidinak hatasara. Az ECsy értéke 278+79uM, a Hill-koefficiens nagysaga
0,96+0,14 volt.

A Kkés6i egyeniranyitdé kalium aram lassu komponensét (lks) szintén
farokaramkeént eértékeltuk. Az aramot a sejtek 3 s hosszu, +50 mV-ra torténé
depolarizalasaval aktivaltuk, a farokdram amplitudojat a repolarizaciét kovetdéen a -

40 mV tartopotencialon mértiik. A Ca**-aramot 1 uM nisoldipin, az I, aramot 1 pM
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E4031 segitségével gatoltuk. Az Iks gatlds vonatkozdsaban a félhatasos
koncentracié 32665 uM, a Hill koefficiens 0,87 + 0.07 volt.

4.4. Az articain ionaramokra gyakorolt hatasa akciés potencial clamp

korulmények kozott

A konvencionadlis és az akcios potencial voltage clamp technikakkal
O0sszehasonlitva egy ionaram profilja jelentésen kulonbdzhet. Az akciés potencial
clamp technika elénye, hogy az valamely szernek a netté membranaramra gyakorolt
hatasat rogziti, ezaltal tobb ioncsatornara gyakorolt szerhatast tudunk
parhuzamosan monitorozni. Ez a technika lehetévé teszi tovabba a valédi aram
profilok megjelenitését is az akciés potencial alatt. Amennyiben egy szer tobb
ionaramra is fejt ki galé hatast, mint pl. az articain, ilyenkor tobb csucs jelenik meg
az aramijelen, valamennyi egy-egy ioncsatorna ujjlenyomata. A legkorabban
jelentkezé korai kifelé iranyulé aramcsucs az |y, gatlasat, mig a befelé iranyuld
aramcstcs a Ca®*-aram gatlasat jelzi. A késdi kifelé iranyuld aramcstcs az akcios
potencial terminalis repolarizacidjaval esik egybe, ezt az Ik1 és az Ik, 3:1 aranyban
alkotjdk. Az articain szignifikansan gatolta az l, lca, Ik1 és Ik aramokat. A fenti
aramok gatlasa az articain koncentracidéjanak 1000 uM koncentracioig torténd
emelésével parhuzamosan fokozodott és nagymértékben reverzibilis volt. A
konvencionalis feszultség clamp mérések eredményeivel szemben, ahol a
legmagasabb ECsy értéket az Ic, vonatkozasaban kaptuk, 100 uM articaine
erbteljesebb gatlast gyakorolt az Ic, —ként azonositott befelé iranyulé aramcsucsra a

késéi kifelé iranyulé aramcsucshoz képest.

4.5. A ropivacain hatasa az akcios potencial paramétereire

A ropivacain kezelés - az articainhoz hasonléan - koncentraciéfiggd valtozasokat
okozott a szivizomsejtek akciés potencidljanak alakjaban és jellemz6
paramétereiben, beleértve a depolarizaci6 maximalis sebességének (Vmax)
csOkkenését, az akciés potencial idétartamanak rovidulését, a korai repolarizacio
amplitudojanak csokkenését és a platd depresszidjat. Ezen hatasok kozul a korai
repolarizacié6 amplitudéjanak és a depolarizaci6 maximalis sebességének a
csokkenése 10 uM koncentraciotol, mig az akcios potencial rovidulése 30 pM-tél volt

statisztikailag szignifikans. A Vnax értékeket a Hill egyenlethez illesztve 817 uM
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ECsy értéket kaptunk, mig a Hill koefficiens 1,02+0.08 volt. A depolarizacio
maximalis sebességének (Vmax) €s a korai repolarizacié gatlasa teljesen reverzibilis
volt 10 perces mosas utan. Erdekes moédon az APDg felt(ind rebound jelenséget
mutatott: a normal szint f6lé nétt a ropivacain-mentes Tyrode oldattal tortént mosast
kovetéen. Az akcids potencial amplitudéja 100 uM ropivacain hatasara 114,6+2,2
mV értékrél 100,8+2,8mV értékre csokkent, ami 113,8+2,9 mV értékre tért vissza a
10 perces kimosast kovetbéen. Bar a ropivacain nem okozott statisztikailag
szignifikans valtozasokat a sejtek nyugalmi membranpotencialjaban, a 100 yM feletti

koncentracidk esetén depolarizacios tendencia volt megfigyelhetd.

4.6. Frekvenciafuigg6 sajatossagok

A ropivacain hatasara kialakuld Vmax-csOkkenés és akcids potencial rovidulés
frekvenciafliggd volt. A depolarizacié maximalis sebességének (Vmax) a csokkenése
a magasabb ingerlési frekvenciaknal er6s6détt, ami a ropivacain Na'-csatornakra
gyakorolt use-dependens hatasanak tulajdonithaté. Ezzel szemben az akcios
potencial id6tartamanak (APD) rovidulése alacsonyabb ingerlési frekvenciak mellett
volt kifejezettebb, és teljesen hianyzott 1 s alatti ciklushosszak esetén. Ez a forditott
frekvenciafiggé hatas szamos ioncsatorna-gatiészer altalanos tulajdonsaga, és a
kisebb nettd kifelé iranyuld6 arammal magyarazhatd, amely a hosszabb ciklusok
soran észlelt hosszabb akcids potencialok platdja alatt folyik. Feltételezhetd, hogy a
ropivacain rovidit6 hatdsanak oka az I, valamint a window Ing gatlasa. A
depolariacio maximalis sebességének (Vmax) €s az akcios potencial idétartam (APD)
restitucios kinetikajanak meghatarozasakor a restitucios gorbéken minden extra
akcios potencial Vmax illetve APD értékét a megfeleld diasztolés intervallum
fuggvényében abrazoltuk. A leghosszabb diasztolés intervallumnak megfeleléen a
depolarizacid6 maximalis sebességére vonatkozéan mért 37 + 1% ténusos gatlas
mellett a diasztolés id6koéz csOkkenésével jellegzetes frekvenciafliggd gatlas volt
megfigyelhetd. A frekvenciafuggd Vmax gatlas offset kinetikajat exponencialis
illesztéssel hataroztuk meg. A ropivacain levalasi idéallandoja 340140 ms-nak
adodott. Az APD-diasztolés intervallum kapcsolatat abrazolé gorbék 100 uM
ropivacain jelenlétében laposak voltak, és szemben a kontroll gorbékkel, amikor az
APD a diasztolés intervallum hosszabodasaval jelentés mértékben ndvekedett, az
APDsq értékek ( a repolarizacio 50%-s szintjén mért akcids potencial idétartam) a

ropivacain jelenlétében a diasztolés intervallum ndvekedésével csdkkentek.
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4.7. A ropivacain hatasa a sziv ionaramaira konvencionalis voltage clamp
korulmények kozott

A ropivacain szamos ionaramot gatolt koncentraciofiggé modon. A ropivacain
koncentraciéjat kumulativ. médon noéveltik 10 yM és 1000 uM kozott, a gatld
hatasokat Hill egyenlettel illesztve meghataroztuk az ECs, értékét és a Hill
koefficienst. A mérésekhez hasznalt feszlltséglépcsék és ioncsatorna-gatldészerek
megfeleltek az articainnal végzett kisérletek soran alkalmazott protokolloknak. A
vizsgalt ionaramok mindegyikét 250 uM és 400 uM kozotti ECso értékekkel gatolta a
ropivacain - kivéve az lxs aramot, ahol 106£18 uM félhatasos koncentraciot kaptunk.
A Hill koefficiens nagysaga minden esetben 1 kordli érték volt, jelezvén, hogy a
ropivacain valészinlleg egyetlen kotohelyhez kotédve fejti ki hatasat a kardialis
ionaramokra. A ropivacain jelenlétében megfigyelt ioncsatorna-gatlasok jelentés
kUlonbségeket mutattak a hatas kimoshatésaga szempontjabdl. A |, aramra iranyuld
gatlas a kimosas elsd 3 percében gyakorlatilag teljesen megszilint. A Ic, gatlasa nem
volt teljesen reverzibilis, bar az aram a 10 perc kimosast kdvetbéen a kezelés elbtti
szint 80 %-ara tért vissza. Ezzel szemben az Ik, lks - és kulondsen az Iks - aramok
esetében csak lassu és részleges helyreallast talaltunk a 10 perces kimosasi

idészakban.

4.8. A ropivacain ionaramokra gyakorolt hatasai akciés potencial voltage

clamp korulmények kozott

Az articainhoz hasonléan a ropivacain hatasat akcidés potencial clamp
korulmények kozott is megvizsgaltuk. A ropivacain koncentracidjat 10 pM-tdl
kiindulva féldekadonként noveltik 1000 pM-ig. Az egyes aramok jellegzetes
2Ujjlenyomatait” figyelembe véve az li, lca, lkr €s lk1 aramokra iranyulé gatldé hatasok
a ropivacain koncentraciojanak fokozasaval er6sodtek. A befelé iranyuld aramcsucs
(Ica) és a keés6i kifelé iranyuld aramcsucsok (k1 + Ik) megjelenése kozel

szimmetrikusan tortént, ami megfelel a hasonloé ECs, értékeknek.

4.9. Az articain és a ropivacain hatasa a kontraktilitasra
Mind az articain, mind a ropivacain koncentraciéfuggé maédon negativ inotrop
hatast gyakorolt a 0,5 Hz allandé frekvenciaval ingerelt kamrai trabekulakra. Ez a

hatas statisztikailag szignifikans volt 10 uM koncentraciotol, és a kontraktilis erd
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gyakorlatilag teljes gatlasat figyeltik meg 1000 uM Kkoncentraciénal. A
gyogyszermentes Tyrode oldattal torténé kimosast kovetbéen az articain és a
ropivacain hatasa részlegesen reverzibilis volt: a kontrakcios er6 az articain
esetében a kontroll érték 73+21 %-ara, a ropivacain esetében 8510 %-ara tért
vissza a 60 perces mosast kovetéen. A kontrakciés gorbe alakjat enyhén
modositottak a szerek nagy koncentracioi. Egy kicsiny, de statisztikailag szignifikans
megnyulast észleltunk a félrelaxacios idében 300 uM ropivacain (75,2+2 ms-rol
88+4ms-ra) illetve articain (74+4 ms-rol 85+6 ms-ra) jelenlétében. Nem volt valtozas
a maximalis kontrakcio eléréséhez sziukséges idében 300 uM articain adasa el6tt és
utan (10045 és 102+10 ms). A ropivacain azonos koncentracioja mellett a megfeleld
értékek 9116 ms és 95+4 ms voltak. A szereknek a kontraktilitasra gyakorolt gatlo
hatasat a Hill egyenlet segitségével jellemeztuk. Az articain esetében a félhatasos
gatlé koncentracio 73,7+10,4 uM, mig a ropivacain esetében 72,8+14,1 uM volt, a
megfeleld Hill koefficiensek 0,81+£0,08 illetve 1,08+0,19 voltak. Nem volt
statisztikailag szignifikans kilénbség a két szer kontraktilis paraméterekre gyakorolt

hatasai kozott.

4.10. Az articain és a ropivacain hatasa az intracellularis Ca%*-tranziensekre
Izolalt kutya kamrai szivizomsejteken mindkét szer koncentraciofiggé maodon

csokkentette a szisztolés [Ca®'] értékeket valamint a [Ca®']-tranziensek

amplituddjat. Ez a hatas 10 uM vagy magasabb koncentraciok esetén szignifikans

volt, de a diasztolés [Ca®'];

értékeket egyik szer sem befolyasolta szignifikans
modon. Mindkét szer [Ca®‘)-tranziensre gyakorolt gatld hatasa teljes mértékben
reverzibilis volt. A [Ca®']-tranziens amplitidokat a Hill egyenlettel megillesztve az
articain esetében 87,412 pM, a ropivacain esetében 99,3x17uM félgatlo
koncentraciokat kaptunk 0,87+0,09 illetve 0,96+0,15 Hill koefficiens értékkel.
Magasabb koncentracioban mindkét szer a [Ca®']-tranziensek relaxacidjanak
mérsékelt megnyulasat eredményezte. Mig 300 pM articain illetve ropivacain
szignifikansan novelte a monoexponencialis illesztéssel nyert lecsengési idéallandot
(200122 ms-rél 284+40ms-ra, illetve 199120 ms-rél 326£39 ms-ra), ez a hatas 100
MM koncentracional nem volt szignifikans. A két szer hatasat dsszehasonlitva nem

talaltunk szignifikans kulonbségeket.
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4.11. Az articain és a ropivacain hatasa a nehéz SR vezikulak Ca**-felvételére
és Ca’*-felszabadulasara

Az articain és a ropivacain mérsékelt, de statisztikailag szignifikans csokkenést
okozott a nehéz SR ( szarkoplazmatikus retikulum ) vezikulak Ca®*-felvételében és
Ca?**-leadasaban a 300 pM-os valamint ennél magasabb koncentraciénal, kisebb
koncentracidknal viszont egyik szer sem befolyasolta sem a Ca*-felvétel sem a
Ca**-leadas nagysagat. Ebben a vonatkozasban nem volt szignifikans kiilénbség a
ropivacain és az articain hatasa kozott. A csokkent Ca®'-felvételt a
szarkoplazmatikus retikulumban 1évé Ca?-ATP-az aktivitdsanak aranyos gatlasa
kisérte, ami 200 pM koncentraciotdl szignifikans volt. Bar ezek a valtozasok
viszonylag csekeély amplitudéjuak voltak, az articain koncentraciojanak 200 pM fole
torténd emelése nem fokozta tovabb sem a Ca*-felvételre sem az ATP-az
aktivitasra kifejtett gatldo hatast. Ezzel szemben a ropivacain ATP-az aktivitasra
gyakorolt hatasa nem telitédott az alkalmazott legmagasabb 1000 pM-os

koncentracido mellett sem.

5. MEGBESZELES

A helyi érzésteleniték hatasanak alapveté mechanizmusa az idegsejtek Na®-
csatornainak gatladsa révén az ingerulet terjedésének megakadalyozasa. A
lokalanesztetikumok legnagyobb hatranya éppen a szelektivitas hianya. A ktlonb6z6
fesziltségfliggd K'-aramok (o, Ikr, Iks) gatlasa azéltal fokozhatja az érzéstelenit®
hatast, hogy az akciés potential idétartamat megnyujtva megndvelik az inaktivalt
Na’-csatorna populaciot. A nyugalmi potencial fenntartasaban fontos szerepet jatszo
k1 aram gatlasa enyhén depolarizalé hatasu, amely szintén kedvez az inaktivalt
allapotban lévé  Na'-csatornak  akkumulaciojanak. A  fesziltségfliggs
natriumcsatornak nem kizardlag az idegrostok sejtmembranjaban, hanem egyéb
excitabilis sejteken is jelenlévé strukturak. Az abszolut, illetve véletlen érbeadas
vagy hirtelen felszivodas okozta relativ tuladagolas kovetkeztében a szisztémas
keringésbe bejutd helyi érzéstelenitdészerek legsulyosabb mellékhatasukként
kozponti idegrendszeri és kardialis toxicitast idéznek el6. A tobbféle tamadaspont
minden helyi érzéstelenitd jellemzd tulajdonsaga - hasonléan a szivizomra haté

legtdbb antiarrhythmias vegyllethez. Nem meglepd tehat, hogy a helyi érzéstelenitd
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szereknek tobbféle mechanizmusu antiarrhythmias hatasai lehetnek, ugyanakkor
potencialis proarrhythmias aktivitasukat - amely kardiotoxikus hatasuk lényeges

eleme - is a kulonféle ioncsatornakra iranyul6 gatlo hatasok okozzak.

5.1. Az articain akcios potencial paramétereire gyakorolt hatasai 6sszhangban
vannak a voltage clamp technikaval nyert adatokkal

Tanulmanyunkban elséként elemeztuk az articain cellularis szivelektrofiziologiai
hatasait. Eredményeink azt mutattdk, hogy az articain koncentraciofiggé maddon
szamos ionaramot gatol, ami az akcids potencial alakjanak megvaltozasaban is
tukrozodik. A depolarizacié maximalis sebességének (Vmax ) €s az akcids potencial
amplitidojanak a csékkenése nyilvanvald kdvetkezménye a Na'-aram gatlasanak,
ugyanis a Vmax értéke szivizmon a Na'-aramsiriiséggel egyenesen aranyos. Az
articain a leghatékonyabban a Na*-aramot gatolta, tekintettel a Vyax-gatlasra kapott
162 uM félgatld koncentracidra. Az articain okozta frekvenciafiiggd Vmax-gatlas
kiléndsen gyors offset kinetikat mutatott, 91 ms levalasi idéallanddval. Ismereteink
szerint ez a leggyorsabb levalasi idéallandd, amit kardialis sz6vetekben a gyors Na'-
aram gatlasaval kapcsolatban leirtak. Mindez azt sugallja, hogy az articainnak a
Vaughan-Williams osztalyozas szerinti 1.B antiarrhythmias tulajdonsagai lehetnek.
Az Ina gatlasa valdszinlileg szerepet jatszik az akcidos potencial articain okozta
megrovidulésében is, ez a hatas mar a viszonylag alacsony, 10 pM-os
koncentraciétdl szignifikans volt, ahol az articain még nem okozott szignifikans
mértékd Vmax-gatldst. Nem példa nélkuli, hogy egy szer megfeleléen alacsony
koncentracioban gatolia a window Na*-aramot, mig a gyors Na'-aram és a
depolarizacid maximalis sebessége (Vmax) érintetlenek maradnak. Az akciés
potencial articain okozta megrovidulésében valdszinlileg szerepet jatszdé masik
tényez6 az Ic, gatlasa. Bar az articain az Ig,-ot viszonylag magas ECsy értékkel
gatolta hagyomanyos feszlltség clamp koriimények koézott, az akcios potencial
clamp kisérletek soran az articain mar alacsonyabb koncentraciéban (30-100 uM
kozott) is markans gatld hatast fejtett ki az Icp-nak tartott, befelé iranyuld
aramcsucsra. Mivel az Ina-ra és lga-ra irdnyuld gatlé hatas 6sszességében erésebb,
mint a kalium-aramokra gyakorolt gatlé hatas, az akciés potencial articain hatasara
megrovidul. A platé articain jelenlétében medfigyelt sullyedése szintén az lIc,
gatlasanak a kodvetkezménye. A korai repolarizacio amplitudojanak csokkenése az

l, aram gatlasaval magyarazhato, ezt a konvencionalis és akciés potencial voltage
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clamp technikakkal egyarant demonstraltuk. Az articain ioncsatorna-gatlé hatasanak
lehetséges mechanizmusat illetéen arra a kdvetkeztethetlink, hogy a szer (az Iks
kivételével) valoszinlleg valamennyi csatornafehérien egyetlen kot6hellyel

kapcsolddik - erre utal a Hill koefficiensek 1-hez kdzeli értéke.

5.2. Az articain szivhatasainak 6sszevetése mas érzésteleniték hatasaival

Amint azt a voltage clamp mérések kimutattak, a kulonboz6 ionaramokra
vonatkozd ECsg értékek az articain esetében 200 és 500 uM kozotti koncentracio
tartomanyban vannak. A bupivacain a depolarizacié maximalis sebességét (Vmax,)
az li és az lc, aramokat az articainnal er6sebben gatolja. Irodalmi adatok szerint 1
MM bupivacain a depolarizacié maximalis sebességét (Vmax) 26%-kal csdkkentette,
az ly, bupivacain okozta gatlasat 22 uM ECsy értékkel lehetett jellemezni, 10 uM
bupivacain 22% -kal csokkentette az Ic; —t. Az articainhoz hasonldéan a lidocain is
gatolja a gyors natrium aramot (Ina), (95 pM valamint 226 pM ECso értékeket
jelentettek), mig az Ic,-ra nézve a lidocain félgatlé koncentracidja tébb mint egy
nagysagrenddel alacsonyabb, mint az articainé. Az articainnal ellentétben sem a
lidocain sem a bupivacain nem gatolja a lxs aramot 1000 uM koncentracioig.
Erdemes megjegyezni - hogy szemben az eddig taglalt kiildbnbségekkel - csak
viszonylag csekély kulonbséget talaltak az emlitett szerekkel érzéstelenitett betegek
plazmajaban mért csucskoncentraciokban: ezek az értékek a bupivacainra nézve 3-
6 uM, az articain esetében 6-7 uM, a lidocain esetén 5-10 uM voltak.

A lidocain hatékony 1.B osztalyba tartozé antiarrhythmias szer, melynek tébbek
kozott negativ inotrop hatasa is van, mig a bupivacain magasabb koncentraciokban
proarrhythmiasnak bizonyult. Ellentétben a lidocainnal és a bupivacainnal, eddig
még nem koOzoOltek végzetes kardiovaszkularis szovédmeényt az articainnal
kapcsolatban. Mivel a statisztikailag szignifikans valtozasokat okoz¢ articain
koncentracidok vizsgalatunkban magasabbak voltak, mint altalaban az articainnal
kezelt betegek vérében meért csucskoncentraciok, valoszinlnek latszik, hogy ez a
szer normal érzéstelenités soran nem okoz durva valtozasokat az emberi sziv
elektromos aktivitasaban. Bar az articain a szivizom tdbb ionaramat is gatolta
magasabb koncentraciokban, az akcidés potencial idétartamot roviditd hatasa
viszonylag mérsékelt volt, és ami még fontosabb, ez a hatas 100-300 yM kozott
telitédni latszik. Ezzel 6sszhangban, akcids potencial clamp koérilmények kozott e

tartomany felett észleltik a legélesebb ndvekedést a késdi kifelé iranyuld aramcsucs
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articain  okozta gatlasaban. Mindez arra utal, hogy a ndvekvd
gyogyszerkoncentraciok esetén a kifelé iranyuld aramok egyre kifejezettebb gatlasa
kivedi az akcios potencial id6tartamanak tovabbi rovidulését, ami a refrakter
periodus lerdvidulése miatt arrhythmogén lenne. Az articain ezen tulajdonsaga a
tobbi helyi érzéstelenitbvel 6sszehasonlitva kisebb proarrhythmias kockazatot jésol

egy esetleges véletlen érpalyaba jutas okozta mérgezés vagy tuladagolas esetén.

5.3. A ropivacain szivhatasainak jellemzéi

Kisérleteink alapjan szlletett az elsd olyan publikacié, amelyben a ropivacain
kardialis ionaramokra gyakorolt hatasait kutya kamrai szivizomsejteken vizsgaltak.
Ez azért lényeges, mert jelenlegi ismereteink szerint a kutyasziv akcids
potencialja, valamint a hatterében lévé iondramok denzitdsa és megoszlasa
hasonlit legjobban a human szivre jellemz6 paraméterekhez. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a ropivacain - a bupivacainhoz hasonldéan - koncentraciéfiggé
modon szamos ionaramot gatol, ami az akcios potencial jellemzd paramétereinek
valtozasat vonja maga utan. A ropivacain is a legerésebben a Na* -aramot gatolta,
tekintetbe véve az 1 Hz-nél a depolarizacid maximalis sebessége (Vmax-gatlas)
vonatkozasaban kapott 81 yM ECsp értéket. Ez dsszhangban van masok voltage
clamp technikaval nyert eredményeivel. Ugyanakkor, ha a ropivacain altalunk
meghatarozott ECsy értekét (81 uM) a bupivacainéhoz hasonlitjuk (41 puM), a
ropivacainnak a Na'-aramra gyakorolt gatl6 hatasa gyengébb. Hasonlo
kovetkeztetéseket vontak le masok multicellularis tengerimalac preparatumokon
végzett Vmax mérések eredményeibél. Ami a natriumcsatornarol torténd
disszociacio sebességeét illeti, az altalunk mért 340 ms levalasi id6allando jol
megfelel egy atlagos 1.B osztalyu antiarrhythmicuménak. A window Iy, -ra és az L-
tipusi Ca®* aramra gyakorolt gatlé hatas valdszinlleg hozzajarult az akcids
potencial roviduléséhez és a platéfazis slllyedéséhez. A korai repolarizacio
amplituddjanak csokkenését a Ina és a |y, ropivacain okozta gatlasa magyarazhatja.

Jol ismert, Na*-aramot gatlo hatasa mellett megmutattuk, hogy a ropivacain mas
inward és outward aramokat is gatol, ugymint az lca, lo, lkr, lks €S Ik1 ionaramokat.
Elektrofiziolégiai adataink klinikai relevanciajat csak akkor tudjuk helyesen
megbecsuni, ha a kisérleteinkben hasznalt koncentracidkat az eérzéstelenitett
betegek plazma ropivacain szintjeivel hasonlitiuk 06ssze. A ropivacain

csucskoncentracidja a plazmaban az érzéstelenités soran elérheti a 2,6-2,9 mgll
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értéket, amely kb. 10-12 yM koncentracionak felel meg. Bar a legalacsonyabb, a
Vmax €S a korai repolarizacié nagysagaban statisztikailag szignifikans valtozast okozé
koncentracié 10 pM volt vizsgalatunkban, a ropivacain nem valoszinl, hogy
jelentésen befolyasolja a sziv elektrogenezisét a neuoraxialis ill. regionalis
anesztézia alkalmazasa soran jellemzdéen el6forduld plazmaszintek esetén. De mire
lehet szamitani egy esetleges ropivacain tuladagolas vagy véletlen érpalyaba adas
esetén? llyen korilmények kozott sokkal magasabb plazmaszintek fordulhatnak el6:
pl. 40 uM, ha a 14 liter teljes extracellularis folyadéktérrel szamolunk, vagy 180 uM,
ha csak a 3 liter plazmatérfogatra vonatkoztatunk a 7,5 mg/ml koncentracioju
ropivacain 20 ml-ét tartalmazé ampulla intravénas befecskendezése esetén. Bar a
ropivacainnak a kulonb6zd ionaramokra ( lca, Ikr, lk1 €s l ) nézve kapott félgatlo
koncentraciéi egy viszonylag szik, 250-400 uM kozotti tartomanyban voltak, az
akciés potencial platéfazisa alatt a befelé iranyulé aramok gatladsa a ropivacain
esetében erbésebbnek tlinik, mint a kifelé iranyulé aramokra gyakorolt gatlé hatas.
Mindezzel O6sszhangban az akcios potencial id6tartamat a ropivacain kulondsen
hosszabb ciklushosszak mellett roviditette.

Erdekes maédon, a ropivacain kimosasa az akcidés potencidl idétartamanak a
kontroll értéken tuli megnyulasat eredményezte. Ezt a rebound hatast a kulonb6zé
ioncsatornakrdl valé kimosas eltéré kinetikajaval lehet magyarazni, amint ezt a
ropivacainnal demonstraltuk. A Vnyax (@amely az Iy elfogadott indikatora) és az Iy
esetében a gatlas teljesen reverzibilis volt, az Ic, amplituddja is 10 percen beltl 80
%-ban visszatért. Ezzel ellentétben, a repolarizacidért felelés tobbi aram (az Ik, Iks
€s meég inkabb az lk1) csak lassu és részleges helyreallast mutatott a 10 perces
kimosas soran. A reverzibilitasbeli kildnbségek oka nem ismert, talan a kotéhelyek
eltéré intramolekularis elhelyezkedése allhat a hattérben. Erdemes megjegyezni,
hogy az Iks aramért felelés Kir csatornak molekularis szerkezete alapvetéen mas,
mint a tobbi vizsgalt ioncsatornaké. A kifelé iranyuld aramok kimosas soran is
megmaradd részleges gatlasanak kovetkezményeként az akcidos potencial
idétartama a mosas alatt megnyult. Ez a megfigyelés arra utal, hogy valdszinlileg az
érzéstelenitést kdvetben a gydgyszer eliminacidjanak egész ideje alatt a normalisnal
hosszabb akcios potencial idétartamokkal kell szamolni, ami fokozott proarrhythmias
kockazatot jelent kulondsen a long-QT szindroma oroklott és szerzett formaiban
szenvedd betegek szamara. Ezen betegek csOkkent repolarizaciés rezervvel

rendelkeznek a kifelé iranyuld aramok relativ deficitie miatt, ezért esetlkben
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konnyebben alakulhat ki az akciés potencial idétartamanak tovabbi megnyulasa, ami
torsades de pointes tipusu kamrai arrhyhtmiak kialakulasaval fenyeget6é korai
utodepolarizaciot eredményezhet. Jollehet a Iks normal szivfrekvencianal csak
csekély hatassal van a repolarizaciora, a repolarizaciés rezerv fontos komponense.
A ropivacain viszonylag magas Iks —t gatlé potencialja miatt (EC5o = 106 uM),
azoknal a mar csokkent repolarizacios rezervvel rendelkezd betegeknél is, akiknek
nyugalomban normalis az akcidés potencial id6tartama, megnovekedhet az
arrhythmidk kockazata. Ezt latszik alatamasztani, hogy tobb esetben jelentettek
kamrai fibrillaciét és szivmegallast a ropivacain alkalmazasaval kapcsolatban -
hasonldéan a bupivacain-érzéstelenités soran el6fordult esetekhez. Ezzel
osszhangban, cellularis elektrofiziologiai vizsgalataink nem igazoltak alapvet6
minéségi kulonbségeket a ropivacain és a bupivacain kardidlis hatasaiban. A
bupivacain a ropivacainnal erésebb ioncsatorna gatldé szer, ugyanakkor terapias
adagja is ennek megfeleléen alacsonyabb.

Kovetkeztetésként azt mondhatjuk, hogy bar a ropivacain altalaban nem okoz
kardialis mellékhatasokat a normal populacioban torténé rendszeres alkalmazasa
soran, specialis korilmények- mint pl. véletlen intravénas injekcid, tuladagolas, vagy
az arrhythmidk irant fogékony betegek- esetén hasznalata kuldnleges figyelmet

igényel, nemcsak az érzéstelenités soran, hanem a posztoperativ idészakban is.

5.4. Az articain és a ropivacain negativ inotrop hatasanak mechanizmusa

Az articain és a ropivacain koncentraciofuggé modon csokkentette a kontraktilis
erét és a [Ca®|-tranziensek amplitidojat kutya kamrai szivizomsejteken. Nem
talaltunk szignifikans kulonbséget az articain és a ropivacain kontraktilitasra illetve a
[Ca?*]-tranziensekre gyakorolt hatasai kdzott, ami arra utal, hogy hasonld mérték
lehet a két gydgyszer kardiodepressziv hatasa. A bupivacainnal 6sszevetve az
articainnak gyengébb kardiodepressziv hatast josolhatunk, mivel kutyaszivbél izolalt
kamrai sejteken a bupivacain sokkal erésebben gatolta a Ca**-aramot, mint a
ropivacain vagy az articain. A ropivacain negativ inotrop hatasat kutya, nyul és
tengerimalac preparatumokon masok is szignifikdnsan gyengébbnek talaltak, mint a
bupivacainét.

A kontraktilitisra és a [Ca®*']-tranziensekre gyakorolt gatlé hatas 10 uM
koncentraciénal  statisztikailag  szignifikans volt, és nagyon  hasonld

koncentraciéfuggést mutatott: a megfelelé ECso értékek 74 uM illetve 87 uM voltak
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az articain esetében, mig a ropivacain félgatlé koncentraciéi 73 illetve 99 uM voltak.
Mindebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a csokkent kontraktilitas oka a [Ca®']-
tranziensek csdkkenése lehet. Az L-tipust Ca®*-aram gatlasa valamivel magasabb
koncentracidkat igényelt, 30 yM értéktdl volt csak szignifikans és a félhatasos
dozisok is kozel voltak a 300 uM-hoz. Az Ic,-gatlas nagysagrendje j6 6sszhangban
van kutyan illetve tengerimalacon masok altal kapott korabbi eredményekkel. A
[Ca®|-tranziensek csOkkenése a szarkoplazmatikus retikulumban a Ca?*-
felszabadulas és/vagy a Ca®*-felvétel megvaltozott kinetikajaval vagy a felszini
membranon keresztiil térténé Ca**-fluxus valtozasaival magyarazhatd. Mivel a 200
UM-alatti koncentraciok esetén egyik gydgyszer sem mddositotta a Ca?'-
felszabadulast és ujrafelvételt a nehéz SR vezikulakban, és a SERCA ATP-az
aktivitast is érintetleniil hagyta, a transzmembran Ca?*-mozgas megvaltozasa allhat
a negativ inotrop hatas hatterében. Ez 6sszhangban van az I, articain és ropivacain
jelenlétében észlelt csokkenésével, bar 10 uM koncentracional az lc, gatlasa nem
volt szignifikans, szemben a Ca®'-tranziens és a kontraktilitds szignifikans
csokkenésével. Ezeért valoszinlinek tartjuk, hogy a ropivacain és articain negativ
inotrop hatasaban a szerek altal alacsony koncentracioban kifejtett natriumcsatorna
-gatlas is szerepet jatszik. Mind a ropivacain, mind az articain alacsony
koncentraciéban csokkentette a depolarizaci6 maximalis sebességét a szivizom
feszultségfuggd natriumcsatornara gyakorolt gatlo hatasa révén. A kovetkezményes
intracellularis Na* koncentracio ([Na'])) csdokkenés a Na*/Ca?* exchangeren keresztiil
fokozza a Ca** effluxot és csdkkenti a Ca®* influxot. A [Ca®']-tranziensek csdkkent
amplitudojanak és az ezt kisérd csokkent kontraktilitasnak a magyarazata a kisebb
nettdé transzmembran Ca®*-bedramlas kovetkeztében a szarkoplazmatikus

retikulumban létrejové csokkent kalciumtartalom lehet .

5.5. Helyi érzésteleniték hatdsa a szarkoplazmatikus retikulum Ca?-
homeosztazisara

Bar 300 pM alatti koncentracioban sem az articain, sem a ropivacain nem
befolyasolta a Ca?*-felszabadulast és a Ca*'-felvételt az altalunk vizsgalt kutya
nehéz SR vezikulakban, a fenti paramétereket magasabb koncentracidkban mindkét
szer szignifikdnsan gatolta a SERCA ATP-az aktivitas ezzel egyutt jelentkezd

csOkkentésével egyutt. Ebbdl a szempontbdl a két gydgyszer eltéré6 modon hatott.
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Az articain okozta gatlas 0,5 mM érték korul telitédott, maximalis nagysaga kb. 20 %
volt, mig a ropivacain esetében a gyogyszer novekvd koncentracidival a gatlo hatas
progresszivan emelkedett, hasonléan a lidocain kutya SR ATP-azra gyakorolt
hatdsahoz. Ahogy ez varhato volt, az ATP-az aktivitas gatlasa jo korrelaciét mutatott
a Ca®'-felvétel gatlasaval. Ugyanakkor nincs magyardzat a magas articain és
ropivacain koncentracidknak a Ca®*-visszavételre és felszabadulasra gyakorolt
hasonl6 hatasara. A ropivacainnak és az articainnak a RyR2-ra gyakorolt hatasara
vonatkozo6 irodalmi adatok hidnyaban csak a mas helyi érzésteleniték hasonlé
hatasaival tudjuk eredményeinket 6sszevetni. A procain és a QX222 csdkkentették a
RYR2 csatornak konduktanciajat birkaban, a tetracain és a bupivacain pedig
csOkkentette a ryanodin kotbédését a sertés szarkoplazmatikus retikulum
vezikuldiban. A tetracain kivételével melynek ECso értéke 100 uM volt, ezen hatasok
mindegyike csak mM-os koncentracioban volt megfigyelhetd, ami a helyi

érzésteleniték és a RYR2 kdzotti nem specifikus kdlcsonhatasra utal.

5.6.Klinikai kovetkeztetések

A jelen adatok klinikai jelent6ségét csak a kisérletekben hasznalt
szerkoncentracidkat az articainnal és ropivacainnal kezelt betegek plazmajaban
az érzéstelenités alatt meért gydgyszerszintekkel 6sszehasonlitva tudjuk értékelni.
A plazmaban mért csucskoncentraciok mind az articain, mind a ropivacain
esetében jellemzben 6-7 uM voltak [243, 244], bar a ropivacain nagy dézisainak
alkalmazasat kovetéen 10-12 uM koncentraciot is mértek [246, 247]. Mivel a
legalacsonyabb, a kontrakciés erét és a [Ca®']i tranziens amplituddjat
szignifikansan csokkent6 koncentracio 10 pM volt vizsgalatunkban, sem az
articain, sem a ropivacain nem valdszind, hogy jelentésen megvaltoztatna a
szivizom Ca®" homeosztazisat és kontraktilitdsat a neuroaxialis vagy regionalis
erzéstelenités kapcsan jellemzd plazmaszintek esetén. Ugyanakkor a tuladagolas
vagy véletlen intravénas injekcid okozta intoxikacié esetén a plazmaszintek
atmenetileg 100 yM felé emelkedhetnek. Ezek a koncentraciok erételjesen

ronthatjak a szivizom mechanikai mikodését.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az articain és a ropivacain a klinikai gyakorlatban viszonylag rovid ideje
alkalmazott helyi érzéstelenitészerek. Széleskorl hasznalatuk ellenére keveset
tudunk sejtszintl szivhatasaikrél. Munkankban ezért célul tliztik ki az articain és a
ropivacain cellularis szintl szivelektrofizioldgiai hatasainak vizsgalatat kutyabdl
izolalt kamrai szivizomsejteken, egy olyan preparatumon, amelyet a human sziv
legjobb jelenlegi modelljének tartanak.

Az articain és ropivacain koncentraciéfuggé médon megvaltoztattak az akcios
potencialok alakjat és jellemzd paramétereit: csOkkentették az akcidés potencial
amplituddjat és a depolarizacido maximalis sebességét, altalaban roviditették az
akcids potencial idétartamat, csokkentették a korai repolarizaciéo nagysagat és platé-
depressziot okoztak. A Na'-csatornakra iranyuld gatlé hatast - a depolarizacié
maximalis sebességének(Vmax) csOkkenése alapjan jellemezve - az articain
esetében 162130 yM, mig a ropivacain esetén 81+7 uyM ECs értékeket kaptunk 1
Hz ingerld frekvencia mellett. E tonusos gatlas mellett gyors offset kinetikaju
frekvenciafiggd Vmax-gatlast lehetett megfigyelni mindkét szer jelenlétében, amelyet
az articain esetéen 91+20 ms, mig a ropivacain esetén 340140 ms levalasi
id6allanddval jellemeztunk.

Feszlltség clamp korulmények kozott az articain és a ropivacain szamos
ionaramot gatolt. A gatlas er6sségét rendre az alabbi ECsy értékekkel jellemeztik
articain és ropivacain esetén: Icy 471175 és 263167 pPM, |, 365£62 és 384175 uM,
lkr 278+79 és 303+47 uM, Iks 326165 és 106+£18 M, Ik 372446 és 372435 pM. A
Hill koefficiensek1 —hez kozeli értéke egy-egy jol definialt kotéhely részvételére utal.
Az egyes ioncsatornakra iranyuld gatld hatasokat akciés potencial voltage clamp
technikaval is igazoltuk.

Az articain és ropivacain tranziensek amplituidéjanak koncentraciéfuggé
csokkenését okozta (ECsp = 87,4£12 és 99,3+17 yM), ami dsszhangban volt a
kontraktilitas gatlasaval (ECso = 73,710 és 72,8+14 uM). Sem az articain, sem a
ropivacain nem befolyasolta kdzvetlenll a szarkoplazmatikus retikulum vezikulaiba
térténé Ca?*-visszavétel, illetve az onnan térténd Ca®'-felszabadulds sebességi
allandoit 300 uM koncentracié alatt. Az articain és a ropivacain negativ inotrop

hatasai nagysagrendileg hasonldk voltak, és féként a nettd transzmembran Ca*
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bearamlas csdkkenésének tulajdonithatdék. Az articain és ropivacain negativ inotrop
hatasai kozott nem talaltunk szamottevé minéségi kulonbséget.

Mivel a klinikailag relevans mikromolaris koncentraciotartomanyban sem az
articain sem a ropivacain nem okozott szignifikans valtozasokat a sejtek elektromos
€s mechanikai paramétereiben, arra kovetkeztetink, hogy mindkét szer
biztonsagosan alkalmazhatd. Az articain és a ropivacain a sziv akcios potencialjat
és ionaramait csak a terapias szinteknél magasabb, tuladagolassal vagy vénaba
torténé véletlen bejuttatassal elérheté koncentraciok esetén gatolja. llyen
koralmények kozott az articain esetében kevesebb mellékhatasra szamithatunk mint
a ropivacain tuladagolasakor, raadasul a ropivacain esetében fokozott

proarrhythmias kockazat varhat6 az anesztéziat kovet6 rovidebb idészakban is.
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7. Uj eredmények

Kdzleményltnkben elséként elemeztik az articain cellularis szivelektrofizioldgiai
hatasait. Az articain koncentraciofliggé modon csokkenti az akciés potencial
idétartamat, amplitudojat, a depolarizacio maximalis sebességét (Vmax), a korai
repolarizacié nagysagat és plato-depresszidét okoz. A tonusos Vmax-gatlas mellett
egy gyors kinetikaju frekvenciafliggd Vmax-gatlas is kialakul. A klinikai alkalmazas
szempontjabdl relevans plazmaszinteknél magasabb koncentraciékban az articain
szamos ionaramot (lca, lo, lk1, lkr lks) gatol, a befelé és kifelé iranyul6 aramokra
viszonylag kiegyensulyozott hatast gyakorolva. Ez utdébbi miatt az akciés potencial
morfologidjanak csak mérsékelt valtozasa varhaté egy esetleges tuladagolas
esetén.

Els6ként vizsgaltuk a ropivacain kardialis ionaramokra kifejtett hatasait kutya
kamrai szivizmon, egy olyan modellen, amelynek akcios potencialja és az annak
hatterében lévé ionaramok denzitasa és megoszlasa nagyon hasonlit a human sziv
megfeleld jellemzbire. A ropivacain a Na*-aramra gyakorolt jol ismert gatlé hatasan
kivul az akcios potencial hatterében allé egyeéb befelé és kifelé iranyuld ionaramokat
(Icas lto, Ik, lks, lk1) is gatolja. A klinikai alkalmazas soran mért plazmaszintek felett -
pl. esetleges tuladagolas esetén - szivritmuszavarokra lehet szamitani az anesztézia
kézben és fbéleg utan, mivel a ropivacain hatasanak eliminacidja a befelé és kifelé
iranyul6é aramok vonatkozasaban kiegyensulyozatlan.

Els6ként vizsgaltuk az articain negativ inotrop hatasanak mechanizmusat. Az
articain és a ropivacain reverzibilis és koncentraciofiggé modon csokkenteti a a
[Ca®']-tranziens amplitiddjat, amely osszhangban van a kontraktilis eré
csokkenésével. Sem az SR-bél torténé Ca®-felszabadulds, sem az oda torténé
Ca**-visszavétel, sem az SR ATP-az aktivitisa nem valtozik szignifikansan 200 uM
alatti articain és ropivacain koncentraciok jelenlétében. Mivel az articain és a
ropivacain hasonld affinitassal gatolja az L-tipusti Ca**-aramot, a szerek hasonld
nagysagl negativ inotrép hatasat elsésorban a transzmembran Ca*-belépés
csbkkenésével magyarazzuk, bar valosziniileg a Na*-belépés gatlasa is hozzajarul

az intracellularis Ca®*-készletek csdkkenéséhez.
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8. Cardiac electrophysiological effects of local anesthetics by Szabé Adrienne
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Summary

The cellular cardiac electrophysiological effects of articaine and ropivacaine were
analyzed in isolated canine cardiomyocytes.

Both drugs caused concentration-dependent changes in the action potential
configuration: decrease in their amplitude and the maximum velocity of depolarization,
shortening of the action potential, suppression of phase 1 repolarization, and depression of
plateau. Characterization of the block of sodium channels by the decrease in maximal rate
of depolarization at 1 Hz pacing frequency yielded an ECsy of 162+30 uM, and 817 uM for
articaine and ropivacaine respectively. The frequency-dependent V..« blockade was
characterized by an offset time constant of 91+20 ms, and 340+40 ms for articaine and
ropivacaine respectively. Under voltage clamp conditions a variety of ion currents were
blocked by articaine and ropivacaine, inhibition of different ion channels was also
demonstrated under action potential voltage clamp. Articaine and ropivacaine caused a
concentration-dependent reduction in amplitude of [Ca®] transients (ECs, = 87,412 és
99,31£17 uM), wich was congruent with the suppression of contractility (ECso = 73,710 és
72,8114 uM for articaine and ropivacaine respectively). Neither of drugs influenced directly
the Ca*" release and Ca®' reuptake at concentrations lower than 300 uM. No significant
differences were found between the negative inotropic effects of articaine and ropivacaine.

Neither articaine nor ropivacaine caused significant changes in the electrophysiological
and mechanical parameters of the cells in clinically relevant micromolar concentrations.
During articaine intoxication fewer side-effects can be expected than following ropivacaine
overdose. An increased proarrhythmic risk may be anticipated in the case of ropivacaine
even in the postoperative recovery period.

Key words: articaine, ropivacaine, cardiomyocytes, action potential, ion currents,
contractility, calcium transients ,calcium handling, overdose
Kulcsszavak:articain,  ropivacain, szivizomsejtek, akciés potencial, ionaramok,

kontraktilitas, kalcium tranziens, kalcium homeosztazis, tuladagolas
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