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ROVIDITESEK JEGYZEKE

APA - akci6s potencidl amplitido

APD - akcios potencidl id6tartam

APDy — a repolarizacid 90 %-anal mért akcids potencial id6tartam
APDs - a repolarizacid 50 %-anal mért akcios potencidl idétartam
CHO — Chinese hamster ovary (kinai horcség petefészek sejtvonal)
EGTA — etilén-glikol-O,0'-bisz(2-aminoetil)-N,N',N”’,N"’- tetraecetsav
ENaC - distalis nephron gyiijtScsatorna Na' csatornaja

FDA - Food and Drug Administration

GAD - glutamat-dekarboxilaz

HDC-KO - hisztidin-dekarboxilaz hidnyos

HEPES — 2-(4-(2-hidroxietil)- 1 -piperazinil)-etanszulfonsav

HERG — human Ether-a-go-go-Related Gene

1Csg vagy ECso— félgatld koncentracio

Ica - L-tipusu kalciumaram

Ik: - befelé egyeniranyitd kaliumaram

Ik: - késdi kaliuméaram gyors komponense

Iks - késoi1 kdliumaram lassu komponense

Ina— natriumaram

I, - tranziens kifel¢ iranyuld kaliumaram

JMM - Joklik-féle Minimal Essential Medium

LAD — bal eliils6 leszalld coronaria arteria

LDL - alacsony stirtiségti lipoprotein

MEM - Minimal Essential Medium

NYHA - New York Heart Association

PIP3 - foszfatidil-inozitol-trifoszfat

PPARY - nuclearis peroxisoma-proliferator-aktivalt receptor y
PTEN - foszfataz €s tensin homolég a X. kromoszéman

QT. - korrigalt QT tavolsag

SF - standard forma

sgkl - serum- €s glucocortikoid-indukalhat6 kinaz-1



TEACI — tetractilammonium-klorid
TNF-a — tumor necrosis factor-alfa

Vo5 - félaktivacios fesziiltség

Vmax - depolarizacié maximalis sebessége
Wo - kimosas

WT - vad tipusu

XR - elhtiz6do hatast (extended release)



BEVEZETES

1. Proarrhythmia syndromak

Evtizedek 6ta ismert, hogy az antiarrhythmids gyogyszeres kezelés stlyosbithatja a
kezelt ritmuszavart vagy Ujonnan fellépd arrhythmiakat idézhet eld, amit a szakirodalom
proarrhythmianak nevez. A jelenség a chinidin 1920-as évek elején tortént bevezetése utan
mar néhany évvel ismertté valt, az igynevezett chinidin syncope elsd esetleirasait kovetéen
(1). Az 1960-as években pedig a tartdés EKG monitorozas elterjedésével kideriilt, hogy a
chinidin syncope hatterében a késébb torsades de pointes-nek elnevezett polimort kamrai
tachycardia all (2). A proarrhythmia eléforduldsat kezdetben klinikai ritkasagnak és
varatlan eseménynek tekintették. Az elmult 20 év kutatdsai azonban azt igazoltdk, hogy a
proarrhythmia kovetkeztében kialakuld ritmuszavarok bizonyos hajlamositd tényezok,
rizikofaktorok fennallasa esetén gyakrabban fordulnak eld, mint azt régebben feltételezték.
Tovabba kideriilt az is, hogy nem csak a ritmuszavarok kezelésére hasznalt antiarrhythmias
gyogyszerek, hanem a nem antiarrhythmias szerek, ill. ezek kombindcioi is hasonlod
pathomechanizmussal okozhatnak életveszélyes ritmuszavarokat, amelyeket szintén
proarrhythmianak fogadott el a tudomanyos kézvélemény.

A proarrhythmia fogalma tehat nem egységes, tobb jol elkiilonithetd klinikai
tiinetcsoportot sorolhatunk ide, amelyek mind eltér6 mechanizmussal alakulnak ki. Roden
¢s Anderson 6t proarrhythmia syndromat ismertetnek 6sszefoglald kdzleményiikben (3):

1. Digitalis okozta ritmuszavarok (sinus bradycardia, exit block, atrioventricularis
block, pitvari tachycardia, bidirekcionalis kamrai tachycardia); ezek hatterében a
Na'/K'-ATP-4z gatlasa, intracellularis Ca®" akkumulacio, kés6i utddepolarizaciok
jelentkezése allhat.

2. Szerzett hosszii QT syndromat okozd gyogyszerek hasznédlata soran jelentkezd
ritmuszavarok; ezen szerek az akcios potencidl heterogén megnytjtasa révén korai
utodepolarizacidkhoz, instabil intramuralis reentry-hez, kdvetkezményes torsades
de pointes tipust kamrai tachycardiahoz vezethetnek.

3. Na'-csatorna  blokkolok  (egyes  antiarrhythmias szerek,  triciklikus

antidepresszansok, kokain) okozta sustained monomorf kamrai tachycardia vagy



1:1 atvezetésii pitvari flattern kialakuldsa; a hattérben lassult vezetés okozta reentry
¢s/vagy a repolarizacio fokozott heterogenitasa allhat.

4. Bizonyos gyogyszerek, kabitdszerek (5-fluorouracil, triptanok, ephedrin, kokain)
alkalmazasa mellett hirtelen szivhalal léphet fel, ennek mechanizmusa talan
vasospazmus lehet.

5. A mortalitds fokozodasa placebo-kontrollalt klinikai vizsgéalatokban (CAST —
flecainid, CAST-II - moricizin, CASH — propafenon, SWORD - d-sotalol)
feltehetden torsades de pointes tipusu kamrai tachycardidval vagy monomorf

kamrai tachycardiaval fligghet 6ssze, de egy€éb mechanizmusok sem zarhatdak ki.

Fentiek koziil a szerzett hosszii QT syndroma kiemelt jelentdségét az adja, hogy az
I/A, 1II, ritkdbban I/C tipusti antiarrhythmids szereken tul szdmos nem kardiologiai
indikacioju gyogyszernek (pl. antibiotikumok, antihisztaminok, psychiatriai szerek,
prokinetikumok stb.) deriilt fény erre a proarrhythmias hatdsara, mely néhany szer
visszavonasahoz, szdmos készitmény fejlesztésének leallitasdhoz vezetett. A klinikai
gyakorlatban is nap, mint nap szembe kell néznlink az antiarrhythmids és a nem
antiarrhythmids gyogyszerek proarrhythmias hatasaival. Az antimicrobas szerek
arrhythmogen hatésait 0Osszefoglalo kozleményben ismertettiik (4), a makrolid
antibiotikumok  koz¢é tartozd  clarithromycin  proarryhthmias hatdsat  klinikai
vizsgalatunkban Helicobacter pylori eradikéacio soran tanulmanyoztuk (5, 6).

Ismert, hogy mig a velesziiletett hosszi QT syndroma hatterében tobb kiilonbozo
ioncsatorna gén mutacidja allhat, a szerzett hosszii QT syndroméat tobbnyire a késéi K'-
aram gyors komponenséért (Ik,) felelds ioncsatornakra (HERG) gatlo hatast kifejtd szerek
okozzdk. A gyodgyszerek hatdsara kialakuld akcios potencidl megnyulds mértéke a
myocardium kiilonb6z6 rétegeiben eltérd, a midmyocardialis szoveteken (M sejt) €s a
Purkinje rostokon kifejezettebb, mint a subendocardialis és subepicardialis szivizom
rétegben, ezt a jelenséget a repolarizacid transmuralis dispersiojdnak nevezi a
szakirodalom. A repolarizdci6 elhuzodasa kedvez a befelé irdnyuld ionaramok
reaktivalodasanak (L-tipusu Ca’’-dram, Na'/Ca’" cseremechanizmus), s ezéltal korai
utodepolarizacidk johetnek létre. Amennyiben ezek elérik a kiiszobpotencialt, akkor
kamrai extrasystolék, majd a repolarizacid jelentds dispersidja esetén reentry
mechanizmussal torsades de pointes tipusu kamrai tachycardia kialakulasahoz vezethetnek

(7). A torsades de pointes tipusu kamrai tachycardia spontan is megsziinhet, azonban ha



elég hosszu ideig tart, syncopét vagy kamrafibrillatiovd degeneralédva akar hirtelen
szivhalalt is okozhat.

Jelen ismereteink alapjan QT. megnyulasra €s torsades de pointes tipusu kamrai
tachycardia kialakulasdra hajlamosit a n61 nem, az organikus szivbetegség (foleg a bal
kamra hypertrophia, a szivelégtelenség ¢€s a coronariabetegség), a pitvarfibrillatio
cardioversioja utani allapot, a hypokalaemia és hypomagnesaemia, a bradycardia, az
alkalmazott gyogyszer tiladagoldsa vagy csokkent eliminatioja (interakcid, vese- vagy
majbetegség miatt), tovabbd masik QT tavolsagot megnyujtd szer egyidejii szedése €s a
genetikai predispositio (4). Ez utobbi esetben valdjaban a hosszi QT syndroma
congenitalis formdjardl van sz6, de az ioncsatorna mutaciot hordozd személy inkomplett
penetrancia, variabilis expressio miatt tiinetmentes marad mindaddig, amig nem kap
repolarizacidot megnyujtd gyogyszert. A mutacio érintheti az Ik, ioncsatorna pdrusalkotd o—
alegységének vagy szabalyozé B-alegységének génjét (KCNH2 ill. KCNE2), ilyen esetben
ugyanazon ioncsatorna genetikai hibdjadhoz gyogyszeres blokad tarsul. Eldfordulhat az is,
hogy egy masik ioncsatorna gén (leggyakrabban az Ik ioncsatorna porusalkotd o—
alegységének KvLQT1 génje) subclinicus, ,,forme fruste” mutacidja 4ll fenn, de ezt a hibat
az Ik, normal miikddés esetén kompenzalni tudja, igy akcids potencidl megnyuilas nem jon
létre. A repolarizacionak ezt a biztonsagi tartalékat nevezik ,repolarizacios rezerv’-nek.
Az ilyen betegeknél azonban Ik, gatlo szer addsa manifeszt QT megnyulashoz és torsades
de pointes tipust kamrai tachycardiahoz vezethet.

A ritkan eléforduld, erds hatasti mutaciok mellett a mérsékelt hatast, de joval
gyakoribb, a teljes populacio legalabb 1%-aban megjelend DNS-szekvencia variaciok, a
polimorfizmusok jelentdségét is igazoltak a gydgyszer okozta akcios potencidl megnyulas
kialakulasaban. Példaul korrelaciot mutattak ki az Igxs szabdlyozd PB-alegységét kddolod
KCNEI gén D85N polimorfizmusa €s a gyodgyszer-indukalta QT tavolsag megnyulas
kozott (8).

Bar a szerzett hosszi QT syndroma hatterében jelen ismereteink szerint
talnyomorészt direkt Ik, blokad all, egyéb mechanizmusokra is fény deriilt. Pl. a maléria
kezelésében hasznalatos mefloquine, bar 6nmagéaban a QT tavolsagot kevéssé befolyasolja,
nagy mértékben felerdsiti az Ix, gatldo halofantrine proarrhythmids hatasat (4).
Valoszintisithetd, hogy a mefloquine Ik gatlo hatast fejt ki (9), ezzel magyarazhato, hogy
mefloquine eldkezelést kovetden a halofantrine jelentdsebb QT tavolsdg megnytlast okoz,

mint dnmagéaban (10, 11).



Egy masik példdban a Pneumocystis carinii pneumonia €s az dlomkor kezelésére
hasznalt pentamidin elsdsorban intravenas alkalmazés esetén QT tavolsdg megnyulast és
torsades de pointes tipusu kamrai ritmuszavart okozhat. A pentamidin azonban nem gétolta
az Ik, ionaramot transfektalt HEK 293 sejteken €s izolalt perfundalt nyulsziv modellen sem
okozott QT tavolsag megnytlast (12). Kuryshev és mtsai kimutattak, hogy bar a
pentamidin nem fejt ki direkt gatlo hatast a fontosabb ioncsatornikra, hosszabb expositio
esetén mégis az Ik, ionaramok csokkenését valtja ki. Western blot €s chemiluminescencia
assay segitségével pedig bebizonyitottak, hogy ennek hatterében a sejtfelszinre keriild
¢rett, teljesen glycosildlt ioncsatorna fehérjék szaméanak csokkenése all (13). Az alomkor
¢s az acut promyelocytds leukaemia kezelésére haszndlt arzén-trioxid hasonlo
mechanizmussal, az Ik, csatorna érését gatolva, a sejtfelszinre juté mikodoképes csatornak
szamat csokkentve okozhat ritmuszavart (14). Az arzén-trioxidnak egy masik, kevésbé
ismert hatisa a Ca’'-aram fokozasa, mely feltehetéen a PTEN (,,foszfataz és tensin
homolég a X. kromoszéman”) oxidativ szabadgyokok altali inaktivacidja, ezaltal
emelkedett foszfatidil-inozitol-trifoszfat (PIP3) koncentracid ¢és az I, aktivacidoja utjan
valosul meg (15).

A mai napig nem tisztazott részleteiben a szerzett hosszii QT syndroma és a hirtelen
szivhalal 6sszefliggése, mert gyakran lehetetlen a varatlan halaleset és a beteg altal szedett
gyogyszerek kozotti kapcsolatot utdlag pontosan igazolni. A populdcioszintli vizsgélatok
azonban bizonyitottdk a valodi rizikdt. Az Ig-gatld erythromycint ¢€s annak
biotransformatiojat gatlo cytochrom P450 3A4 inhibitort egyidejiileg szedd betegek kozott
példaul a hirtelen szivhaldl incidencia jelentdsen magasabbnak bizonyult (16). Egy holland
adatbazis elemzése szerint pedig a hirtelen szivhalal rizikd haromszoros volt azoknal a
személyeknél, akik valamilyen nem kardioldgiai indikacioja QT tavolsdgot nyajtd szert
szedtek ¢és évente 320 hirtelen szivhalal eset hozhatd kapcsolatba ilyen gyogyszer
szedésével Hollandiaban (17).

Kozismert, hogy az utdbbi harom évtized alatt alapvetéen megvaltozott a
szemléletiink az arrhythmidk pathogenesisét, diagnosztikajat és kezelését illetden. 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 €s a legtjabb sejtszintli és molekularis szintli kisérleti kutatasok
eredményei egyarant fontosak. Az elméleti és klinikai arrhythmia kutatas és a klinikai

gyakorlat kozotti 0sszefliggést jelzi az a tény, hogy a kutatasi eredmények igen rovid id6



alatt a mindennapi klinikai gyakorlat integrans részévé valnak, s igy mind a

diagnosztikaban, 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 pusztulasa miatt. A betegség
az extrapyramidalis rendszer miitkodészavaraval jar, motoros alaptiinetei kdzé tartozik a
nyugalmi tremor, a hypokinesis, a rigor és a tartasi instabilitds. Emellett az autonom
idegrendszer sympaticus €s parasympaticus részének a miikddése is zavart szenved (18). A
sziv vegetativ beidegzése is kdrosodik, ami a baroreflex sensitivitas csokkenésében (19), a
szivfrekvencia variabilitas valtozasaban nyilvanul meg (20).

Bar Parkinson-kéros betegekben a finom EKG eltérések értékelése a nyugalmi
tremor miatt esetenként igen nehézkes (21), a QT. intervallum (gydgyszerhatdstdl
fliggetlen) megnyuldsa egyértelmiien igazolhatd, amit szintén a cardialis autonom
dysfunctiora vezetnek vissza (22). A QT. megnyulds mértéke a Parkinson-kor
sulyossagaval aranyos (23). A repolarizacié gatlasa barmilyen QT tavolsagot megnyujtd
gyogyszeres kezeléssel tovabb fokozhatja a betegek ritmuszavar illetve hirtelen szivhalal

rizikojat (24).
2.2. A ropinirol altalanos jellemzése

A ropinirol a Parkinson-kor kezelésére alkalmazott nem ergolinvdzas dopamin
agonista gyogyszer. A ropinirol szelektiven stimuldlja a centrdlis és periféridas D, és D3
receptorokat an¢lkiil, hogy hatna a szerotonin receptorokra. Ezért - az ergotamin
szarmazekokkal szemben — nem okoz szivbillentyli kdrosodast, mely feltételezések szerint
a szivbillentylikon expresszalddott 5-HT,p receptorok ergolinvazas vegyiiletek altal tortént
stimuldciojaval, kovetkezményes mitogenesissel ¢€s fibroblast proliferacioval allhat

kapcsolatban (25, 26). A gyogyszer esetleges proarrhythmids hatasa akkor vetddott fel,



amikor egy ropinirol kezelés alatt allo betegben ismételten torsades de pointes tipusu
kamrai ritmuszavart észleltiink (1. abra). A 82 éves ndbeteg két hetes ropinirol kezelése
soran ismételten eszméletvesztéssel jarod epizdédok léptek fel. A rohammentes id0szakban
jelentds QT, tavolsag megnyulast, a rohamok alatt pedig torsades de pointes tipust kamrai
tachycardiat dokumentaltunk, a beteg ellatdsa soran ismételten defibrillacioval sziintettiik
meg az ¢letveszélyes allapotot. Végiil az esetet vélhetden a ropinirol kezeléssel kapcsolatba

hozhat¢ szerzett hosszii QT syndromanak véleményeztiik (27).

1. abra. A torsades de pointes kamrai tachycardia kezdete EKG ritmuscsikon.
Megfigyelhetd az utolso megelozo sinus iités megnyult QT tavolsaga és a ritmuszavar alatt
a ORS komplexusok valtozo amplitudoja és polaritasa (27).

2.3. A ropinirol cellularis elektrofiziologiai hatasai

A ropinirol szivizomsejtekre gyakorolt elektrofiziologiai hatdsarol eddig kevés adat
allt rendelkezésre. A ropinirol alacsony koncentracioban (2,2-3,5 ng/ml, mely megfelel 7-
12 nM-nak) megnytjtotta a QT tavolsdgot ¢éber beagle kutyakban (28). Izolalt kutya
Purkinje rost prepardtumokban azonban a szer magasabb koncentracioira (2,5 ill. 25 uM)
volt sziikség az akcids potencial szignifikans (41 ill. 106 ms) megnyuldsdhoz (29). A
ropinirol szivizomsejek ionaramaira kifejtett hatasait 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 (29).

3. A 2-es tipusu cukorbetegség és a rosiglitazon

3.1. A 2-es tipusu cukorbetegség

A 2-es tipust cukorbetegség inzulinrezisztenciaval, viszonylagos inzulinhidnnyal
jellemezhetd anyagcserezavar. A betegség hosszu évek alatt, lappangva fejlodik ki a

csokkent glukoztolerancian keresztiil, a klasszikus tiinetek hianyoznak, a betegekben



gyakran macro- €s microvascularis szovodmények alakulnak ki. Mértékado epidemiologiai
felmérések alapjan 2010-ben vilagszerte a 2079 éves korosztalyban a cukorbetegek szama
285 milliora tehetd, ez a szam varhatéan 439 milliora emelkedik 2030-ra (30). A
cukorbetegek 90%-a a 2-es tipusba sorolhat6. A Magyar Diabetes Tarsasag becslése szerint
hazankban kb. egy-masfél milli6 ember szenved felismert vagy fel nem ismert
cukorbetegségben, a csokkent glukdztoleranciaji egyének szdma pedig megkdzelitdleg
még egyszer ugyanennyi (30). A 2-es tipusu diabetes sziv-érrendszeri betegség
kialakulasara 2-4-szer nagyobb rizikot jelent, és kozel ugyanilyen a kockéazat a diabetes
kormegel6zo allapotaiban is. A Framingham vizsgéalatban példaul diabeteses férfiak
korében 2-szer, diabeteses ndk kozott 3-szor nagyobb volt a cardiovascularis betegségek
incidencidja, mint az azonos nemi, nem cukorbeteg egyének kozott (31). Az MRFIT
(Multiple Risk Factor Intervention Trial) tanulményban a cardiovascularis mortalitds a
diabeteses férfiak csoportjaban 3-szor nagyobbnak bizonyult (32). A Finnish Study adatai
szerint a diabeteses, infarctust nem szenvedett betegek cardiovascularis rizikdja
ugyanakkora, mint az infarctuson atesett, nem diabeteses betegeké (33). A sziv-érrendszeri
szovodmények koziil a macroangiopathias (coronaria, cerebrovascularis és alsd végtagi
arterias) megbetegedések mellett magas a sziv elektromos tulajdonsagait (ingerképzés,
ingeriiletvezetés) ¢s pumpafunkciojdt egyarant érintd diabeteses cardiomyopathia
incidencidja 1s (34, 35). A szivizom elektromos miikddésének a valtozésaiban a kamrai
repolarizaciot reprezentalo korrigalt QT (QT.) tavolsdg megnyulasa €s a QT. diszperzid
novekedése a legszembetlindbb. Diabeteses patkanyok izolalt szivizomsejtjeit vizsgalva az
akci6s potencidlok szignifikans megnytlasat és a K'-aramok csokkenését észlelték (36,
37). A szivizomsejtek K'-dramainak (I, Ixs és a steady-state kifelé iranyuld aram, Ig)
szabalyozéasa komplex, amplitadojuk és denzitasuk sejttipus-, €letkor- és fajfliggd, emellett
a sziv korallapota és neurohumoralis faktorok is meghatdrozzak. Ezen ionaramok
csokkenése diabeteses sziv modellekben az akcids potencial profilok megvaltozasaval jar

(37-39).

3.2. A tiazolidindionok altalanos jellemzése

A 2-es tipust diabeteses betegekben fokozott a szivelégtelenség és egyéb
cardiovascularis szovddmények kialakuldasdnak kockazata és nagy koriiltekintést igényel
annak megitélése, hogy ez a rizikd a vércukorszintet csokkentd kezelés mellett hogyan

valtozik. A gyogyszer kivalasztasdnal tehdt a szer alkalmazasdnak haszon/kockazati

10



aranyat is figyelembe kell venni a cukorbeteg individualis 4llapota mellett. Az elmult
évtizedben egy igéretes gyogyszercsoport, a tiazolidindionok két tagja — a rosiglitazon €s a
pioglitazon — bekeriilt a 2-es tipusu diabetes kezelési algoritmusaba ¢€s széles korben el is
terjedt (40), ezzel szemben a troglitazont hepatotoxicus hatasa miatt viszonylag koran
kivonték a forgalombdl (41).

A munkacsoportunk altal vizsgalt rosiglitazon egy tiazolidindion tipusu oralis
vércukorszint csokkentd gyodgyszer, mely mind diabeteses allatmodellekben, mind 2-es
tipust cukorbetegek kezelésében hatékonynak bizonyult (42, 43). A tiazolidindion tipusa,
inzulinérzékenységet fokozo szerekkel elérheté a glycaemias kontroll jelentds ¢és
hosszantart6 javuldsa, mely B-sejt megdrzo tulajdonsagukkal lehet kapcsolatban (44-46). A
tiazolidindionok nagy affinitassal kotédnek egy magreceptorhoz, a nuclearis peroxisoma-
proliferator-aktivalt receptor y-hoz (PPARYy), mely a szénhidrat- és zsiranyagcserében
szerepet jatszo gének expressziojat szabalyozza (47, 48). A PPARy részt vesz szdmos
alapvetd ¢lettani folyamat, egyebek kozott az adipogenesis, a lipid metabolizmus és az
inzulin érzékenység szabalyozasaban, emellett szerepet jatszik az obesitas, a cukorbetegség
¢s az atherosclerosis pathogenesisében (49-52). A tiazolidindionok a zsirszévetben €s a
hardntcsikolt izomszdvetben javitjdk az inzulinérzékenységet, a szivizomban a
glukoztranszporterek — expressziojat €és  hatékonysagat fokozzak, a sziv glukoz
metabolizmusat stimuldlva (53-58). A tiazolidindionok vasorelaxans, vérnyomascsokkentd
¢s gyulladascsokkentd hatasat is kimutattdk (59-63). A rosiglitazon €s a pioglitazon a
lipidprofilt is befolyasoljak: a rosiglitazon emeli az alacsony striiségli lipoprotein (LDL)
koncentraciét, noveli az atherogen (apo BI100-tartalmt) partikulumok szdmat és a
triglicerid koncentraciot, ezzel szemben a pioglitazon az LDL szintet nem befolyasolja, az
apo B100 szintet kissé csokkenti és a triglicerid koncentraciot is csokkenti (64, 65). A
tiazolidindionok csokkentik a gyulladdsos markerek (pl. C-reaktiv protein, TNF-a) szintjét,
befolyasoljak a véralvadasi kaszkad komponenseinek aktivitasat (pl. plazminogén aktivator
inhibitor-1) és emelik az anti-atheroscleroticus tulajdonsdgi adipokin ¢és adiponektin
szintjét (66-70). A macrophagok habos sejtt¢ alakulasat, a plakk stabilitasat, az érfal
sériilésre adott valaszreakciot is befolyasoljak, javitjak az endothel funkciot és csokkentik a
microalbuminuria mértékét (71, 72). Allatkisérletekben a myocardialis infarctus és az
ischaemids agykarosodéas kimenetelét is javitottak (73-75). Emberben is kimutattdk a
carotis intima-media vastagsagot csOkkentd hatasukat (76, 77). A pioglitazon
¢relmeszesedés progresszidjat csokkentd tulajdonsagat intravascularis ultrahang

technikédval is sikeriilt bizonyitani, mig glimepirid kezelés mellett a 18 honapig tartd
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nyomon kovetés végére a coronaria atherosclerosis progresszioja igazolddott (78). A
vércukorszint csokkentésén tul mind a rosiglitazon, mind a pioglitazon kezelés soran egyéb
jotékony, kedvezd sziv-érrendszeri hatdsokat is igazoltak (61, 79).

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 - egyéb komoly
mellékhatasok mellett (nem osteoporoticus lokalizacioju torések, pioglitazon esetében
holyagrak) - Osszefliggésben allhat bizonyos cardiovascularis események: pl
sulygyarapodas, oedemaképzddés, szivelégtelenség kialakuldsaval (80-86). A fentiek miatt
az American Heart Association és az American Diabetes Association k6zds konszenzus
nyilatkozatot adott ki, mely New York Heart Association (NYHA) I-II. stadiumu
szivelégtelenség, tiinetmentes bal kamra dysfunctio fennalldsakor vagy a diabetes mellett
legalabb még egy szivelégtelenségre hajlamositd rizikofaktor jelenléte esetén alacsony
tiazolidindion kezdd dozist és a folyadékretencid jeleinek monitorozasa mellett 6vatos
doézisemelést javasolt. A sulyosabb, NYHA III-IV. stadiumban a tiazolidindionok
hasznalatanak teljes mell6zését ajanlottdk (87). A mellékhatasként kialakuld
folyadékretencid hatterében 4ll6 mechanizmusok ma még csak részben ismertek,
lehetséges, hogy a distalis nephron gyiijtécsatorndjaban a Na'-csatorna (ENaC) y-
alegységének és/vagy a serum- ¢€s glucocortikoid-indukalhatd kinaz-1-nek (sgkl) a
fokozott expresszioja all a hattérben (88-91). Mindkét mechanizmus végeredményben a
Na' reabsorptio fokozodasaval jar, ez folyadékretenciot és periférias oedeméat okoz,
melynek szivelégtelenségben kiilondsen nagy lehet a jelentdsége (92).

Tovabbi elemzések soran a rosiglitazon esetében a myocardialis infarctus
rizikdjadnak novekedését is megfigyelték (84), emiatt az US Food and Drug Administration
(FDA) 2010-ben jelentdsen szigoritotta a rosiglitazon tartalmii készitmények
forgalmazasat, az Europai Gyogyszeriigynokség pedig felfiiggesztette a gyogyszer
forgalomba hozatali engedélyét (16, 17). Meg kell jegyezniink, hogy mig a
szivelégtelenség fokozott kockazatat randomizalt, kontrollalt vizsgélatok mindkét szer
hasznalataval kapcsolatban bizonyitottdk, az infarctus és a mortalitds rizikojanak
novekedése csak a rosiglitazont érinti (84, 93), a pioglitazon ettdl a kockazattdol mentesnek
bizonyult (94, 95). Graham ¢€s munkatarsai retrospektiv vizsgalatdnak eredménye szerint a
rosiglitazon a pioglitazonnal szemben megndvelte a cerebrovascularis esemény, a

szivelégtelenség, a barmely eredetli haldlozas, valamint mindezek akut szivinfarctussal
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kiegészitett egylittesének kockazatat. Az infarctus mint 6nalld végpont rizikdja nem
kiilonbozott a két csoportban (96). A rosiglitazon hasznalatat annak ellenére korlatoztak,

hogy a szivinfarctus kockazatanak novekedését tobb vizsgalat nem tdmasztotta ala (97-99).

3.3. A tiazolidindionok cellularis elektrofiziologiai hatasai

Lu és munkatarsai kimutattdk, hogy altatott disznokban a rosiglitazon mérsékli az
ischaemia és a ATP-szenzitiv K'-csatorna nyitd levcromakalim akcids potencial roviditd
hatasat (100). Ezen talmenden a sulyos myocardialis ischaemia okozta kamrafibrillatio
rosiglitazon adasa 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, koztiilk a neuronalis Ca*'-csatornékat, epithelialis Na'-csatornakat, ATP-
szenzitiv K'-csatornakat, patkany vascularis simaizom sejtekben a késéi K'-aram lasst
komponensét és az L-tipusii Ca> -csatornakat (101-105).

Bar a rosiglitazon szivizomsejtekre gyakorolt elektrofiziol6giai hatasairdl eddig
nem voltak adataink, egy masik tiazolidindion vegyiiletrl, a troglitazonrdl
bebizonyosodott, hogy az L-tipust Ca**-csatornak hatékony gatloszere tengerimalac (106,
107) és patkany kamrai szivizomsejtekben (108, 109), nyul kamraizomsejtekben pedig a
Na', Ca®" és K'-aramokra is gatlo hatast fejt ki (110).
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CELKITUZESEK

1. A ropinirol cellularis elektrofiziologiai hatasainak vizsgalata

A ropinirol elterjedt alkalmazdsa és az ergotamin szarmazékokhoz viszonyitva
alacsonyabb cardiotoxicus potencidlja ellenére kevés adat all rendelkezésiinkre a
gyogyszer sejtszintll elektrofiziologiai hatasairol. Klinikai gyakorlatunkban azonban
felmeriilt annak a lehetdsége, hogy intenziv osztalyon kezelt beteglinkben a ropinirol
kezelés kapcsolatban allhatott a potencidlisan ¢letveszélyes torsades de pointes tipust
kamrai tachycardia jelentkezésével (27). Ezért indokoltnak tartottuk a gyogyszer cellularis
elektrofiziologiai hatasainak részletes elemzését. Jelen munkankban a ropinirol akcios
potencial morfoldgidra €s a hattérben alld iondramokra gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk a
koncentraci6 fliggvényében izolalt kutya kamrai szivizomsejteken. Bar a megjelent
kozlemények a ropinirol terapias plazmakoncentraciojat 25-80 nM kozottinek adjdk meg
(111, 112), a vizsgalt koncentraciot 300 uM-ig terjesztettiik ki, hogy a tuladagolas és
mérgezés esetén fellépd esetleges mellékhatdsokat is megjelenithessiik. Kisérleteinket
kutya szivizomsejteken végeztiik, mert a transzmembran ionaramok eloszlasat és kinetikai
tulajdonsagait tekintve a human kamrai myocardium legjobb modellje a kutya szivizomzat

(113, 114).
2. A rosiglitazon cellularis elektrofiziologiai hatasainak vizsgalata

A rosiglitazon szénhidrat és lipid anyagcserére kifejtett hatasait széles korben
vizsgaltdk, a gyodgyszer cardialis elektrofiziologiai hatésai viszont kevéssé ismertek. Az
extracardialis szdvetek ioncsatorndin (101-105), valamint a cardialis ATP-szenzitiv K'-
csatornakon (100) azonban mar igazolodott a gyogyszer gatldo hatdsa, sot ischaemias
allapotban az arrhythmogen hatésat is bizonyitottak allatkisérletekben (100).

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

alkalmazott koncentracio fliggvényében.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Sejtizolalas

Vizsgalatainkhoz ivarérett, kutatdsi célra tenyésztett kutydk szivét hasznaltuk (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 utdn a szivet gyorsan kiemeltiik, majd
atmostuk normal Tyrode oldattal (6sszetétel: 144 mM NacCl, 5,6 mM KCl, 2,5 mM CaCl,,
1,2 mM MgCl,, 5 mM HEPES, 11 mM gliikéz, pH=7,4). Az enzimatikusan izolalt
szivizomsejteket a bal kamrabol nyertilk anterograd szegmensperfuzios technika
alkalmazasaval (113). Kaniilaltuk a bal eliils6 leszallo coronaria arteridt (LAD) és az ér
ellatasi tertiletének megfelelden perfundaltuk a bal kamrai szivizomzatot Tyrode oldattal.
A szovet teljes vértartalmanak eltavolitasdig folytattuk a preparatum perfuziojat, 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-
I), 0,2% borji szérum albumint és 50 pmol CaCl-ot tartalmazo Joklik oldattal
emésztettik.

A szovet elfolydsodasa utdn a bal kamranak féleg a midmyocardialis régiojabol vett
mintakat kis darabokra vagtuk, majd a sejteket a szovetdarabokbol finom razéassal
kiszabaditottuk. Végiil a mintakat fokozatosan 2,5 mM-ig emelkedé Ca®" koncentraci6ja
JMM oldatban mostuk. Az igy nyert izolalt bal kamrai sejteket MEM (Minimal Essential
Medium, Sigma) tapoldatban taroltuk felhasznalasig 15 °C-on.

2. Akcios potencialok elvezetése izolalt szivizomsejtekrol

Minden elektrofizioldgiai vizsgalatot 37 °C hOmérsékleten végeztiink. A
szivizomsejt szuszpenziobol 2-3 cseppet invertalo mikroszkop targyasztalara rogzitett 1 ml
térfogatu plexiliveg mérokadba helyeztiink. A mérdkad aljara kitapadt, palcika alaka 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. Az elektrédékat kozvetleniil a
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kisérlet megkezdése eldtt boroszilikat kapillarisbol (Harvard Apparatus Ltd., Kent, UK)
készitettilk programozhaté mikroelektroda-huzo (Sutter Instruments Co., USA)
segitségével. Az elektrodat mechanikus makro- €s harom irdnyban mozgathatd hidraulikus
mikromanipulatorral (Narishige, Japan) pozicionaltuk. 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 idOtartami négyszogimpulzusokkal ingereltiikk, melyek

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

crcr

crcr

perfundaltuk a sejteket, majd 10 percig tartd kimosasi szakasz kovetkezett. Az inkubacids
¢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 késObbi elemzéshez szamitdgépen taroltuk.

3. Ionaramok mérése fesziiltség-clamp technikaval

A sejteket 37°C-on, normal Tyrode oldattal perfundaltuk. A mérésekhez 2 MQ
ellenallasu, boroszilikat iivegbOl késziilt mikroelektrodakat hasznaltunk, a pipettak
feltoltésére hasznalt bels6 oldat Osszetételét a mérni kivant ionaramtél fliggben
valasztottuk meg. A kaliumaramok mérésekor az oldat dsszetétele (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 6sszetételii belsé oldatot hasznaltunk.

Az iondramokat a patch-clamp technika teljes-sejtes elrendezésében, fesziiltség-
clamp koriilmények kozott mértiik (115). Miutdn Ovatos szivassal nagy ellenallast (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 adodott, melyet 50-80%-ban kompenzaltunk. Azokat a méréseket,
melyeknél a soros ellenallas ennél nagyobb volt vagy a mérés soran jelentdsen novekedett,

kihagytuk az értékelésbdl. Az elvezetett aramjeleket Axopatch-2B késziilekkel erdsitettiik,
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analog-digitalis atalakitas (Digidata 1200 A/D kartya, Axon Instruments Inc.) utdn pClamp
6.0 (Axon Instruments Inc.) szoftverrel szdmitdégépen rogzitettilk, majd elemeztiikk. A
sejtek kapacitasdt minden kisérlet elétt —10 mV-r6l —20 mV-ra torténd hiperpolarizalo
impulzusok segitségével meghatdroztuk, ¢és az iondramokat az igy kapott
membrankapacitdsra vonatkoztattuk. A ropinirol és a rosiglitazon hatésait a koncentracio
figgvényében kumulativ modszerrel hataroztuk meg a gyogyszerek 1 és 300 uM kozott

ndvekvo koncentracioit alkalmazva.

4. Akcios potencial clamp

A patch clamp technika teljes-sejtes konfigurdciojat haszndlva, az akcios
potencialokat dram-clamp lizemmodban rogzitettiik a normal Tyrode oldattal perfundalt
sejtekrdl. A pipetta belsé oldatanak Osszetétele megegyezett a kaliumaramok méréséhez
fesziiltség-clamp koriilmények kozott hasznalt belsé oldat Osszetételével. A sejteket a
mérdelektrodon keresztiil folyamatosan 1 Hz frekvencidaji 1 ms széles kiiszob feletti
négyszogjellel ingereltiik. Minden sejtrél 10 egymast kovetd akcidos 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 {izemmédban. Az ilyen
koriilmények kozott nyert dramjel - a kezdeti nagyon rovid kapacitiv tranziens kivételével -
a nulla szintben fut6 vizszintes vonal (116). A ropinirolt 10 é¢s 100 uM koncentracioban, a
rosiglitazont 1, 10 és 100 uM koncentracioban alkalmaztuk. A gydgyszer altal gatolt
iondramok profiljat ugy kaptuk meg, hogy a gyogyszerhatds eldtti gorbébdl kivontuk a
gyogyszerhatas utani gorbét. Ez a miivelet 6sszetett aramprofilokat eredményezett harom
jol elkiilonithetd aramcstcesal: egy korai kifelé irdnyuld aram a tranziens kifel¢ irdnyulo
kaliumaramnak (Iy,) felelt meg, egy befelé iranyuld cstcs az L-tipust kalciumaramnak (Ic,)

¢s egy késoi kifelé iranyuld aram a késoi kaliumaram gyors komponensének (Ik;) (117).
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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
Deklaracid 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 akciés potencialjara

A ropinirol komplex, koncentraciofiiggd valtozasokat idézett el6 az 1 Hz
frekvenciaval ingerelt kutya kamrai szivizomsejtek akcids potencidljanak alakjaban. A szer
koncentraciotol fliggden nyljtotta vagy roviditette az akcios potencial idotartamat (APD),
csOkkentette az akcios potencidl korai repolarizacids fazisat és a depolarizacid maximalis
sebességét (Vmax), tovabba a platd fazis depressziojat idézte eld (2.A abra). Az akcios
potencial id6tartamara a ropinirol bifazisos hatést fejtett ki. Mikromolaris koncentracidok
jelenlétében az akcids potencidl megnytlasat észleltik. Az APDgy megnyuldsa 1 uM
koncentraciotdl, mig az APDsy megnyuldsa 3 uM koncentraciotol volt szignifikdns. A
koncentracié 300 uM-ra emelése viszont az APDs rovidiilésével jart (2.B abra). A korai
repolarizacio amplitiddjanak csokkenése 10 uM koncentraciotdl, mig a Vmax csokkenése €s

a plato fazis depresszidja 30 uM koncentraciotol volt szignifikdns (2.C-E abra).
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2. abra. A A ropinirol kumulativ koncentraciofiiggé hatdasai az akcios potencial
paramétereire 1 Hz ingerlofrekvencia mellett. Az akcios potencial korai eseményeit az
dbrabetéten felnagyitva, az akcios potencidal felszallo szaranak ido szerinti elso derivaltjat
a jobb oldalon dabrazoltuk. B-E A ropinirol kumulativ koncentraciofiiggé hatasai az akcios
potencial idotartamara (APDsy és APDyy), a korai repolarizacio amplituddjara, a
depolarizacio maximalis sebességére (Vya) és a plato potencial nagysagara. A korai
repolarizacio amplitudojat a tullovési potencial és az incisura legmélyebb pontja kozotti
kiilonbségkent definialtuk, a plato potencialt az akcios potencial idotartamanak felénél
perces kimosas (Wo) kovetkezett. Az eredmények a 11 szivizomsejten végzett mérések
atlagat jelentik, csillaggal a kontrollhoz viszonyitott szignifikans (P<0,05) kiilonbségeket
jeloltem.
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A ropinirol hatasai 10 perces Tyrode oldattal torténd kimosas utan
visszafordithatonak bizonyultak. A Vi. €s az APD ropinirol-indukalta valtozasai
frekvenciafiiggdek voltak (3. A-C abra). A V. csokkenése gyors ingerlésnél, a
ciklushossz 1 s ald csokkentésekor volt a legfeltiindbb. Ezzel szemben az APD megnytlasa
(30 uM koncentracional) és az APD rovidiilése (300 uM koncentraciondl) is hosszabb
ciklushosszaknal volt kifejezettebb, tehat forditott frekvenciafiiggés volt kimutathato

(,reverse rate dependent” hatas).
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3. abra. 30 és 300 um ropinirol steady-state frekvencia-fiiggo hatasai az APDsy (A),
APDgy (B) és Vyax (C) értékekre 6 szivizomsejtbol nyert adatok alapjan. Ezeknél a
vizsgalatoknal a ciklushosszat kezdetben 5 s-ra dllitottuk be, majd 10 perc elteltével

fokozatosan csokkentettiik.
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1.2. A ropinirol hatasa kutya izolalt szivizomsejtjeinek ionaramaira

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

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 Ix, aramot az ekkor kialakulé farokaram
amplitadojaval jellemeztiik. Az L-tipusu kalciumcsatornat 5 pM nifedipinnel, a késoi
kaliumaram lassu komponensét (Ixs) 1 uM HMR-1556 hozzaadasaval gatoltuk. Az Ik,
farokaramok amplituddjat a ropinirol emelkedd koncentracidi egyre nagyobb mértékben
csOkkentették (4.A abra). Az ICs értek 2,7 + 0,25 uM-nak adodott, a Hill-koefficiens 0,92
+ 0,09 volt 5 szivizomsejt atlagaban (4.B abra). Az Ik, aktivaciojanak fesziiltségfliiggése a
negativabb potencialok felé tolodott 3 uM ropinirol jelenlétében: a félaktivacios fesziiltség
(Vos) -14,4 £ 1,8 mV-rol -21.3 £+ 1,1 mV-ra valtozott (P <0,05). Az aktivaci6 eltolodasa
miatt a gatlas fokozodott a pozitivabb potencidlokra torténd depolarizaciok sorén: kis
mértéki volt -20 mV membranpotencial esetén, mig a +10 mV-nal pozitivabb
membranpotencidlok mellett a kontroll &ram amplitudé felehez kozeli értéket adott (4.C
abra). 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, 4.D abra). Eredményeink
szerint a ropinirol okozta Ik, gatlds az aktivacid gyorsulasa ellenére alakult ki. A ropinirol 3
uM koncentracidban nem valtoztatta meg a lassi és gyors deaktivacios iddallanddkat (4.E

abra).
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4. abra. A, B 4 ropinirol kumulativ koncentraciofiiggd hatasai az I, iondramra
konvencionalis fesziiltség-clamp kériilmények kozott. A Reprezentativ egymasra vetitett Ik,
jelenlétében. B Az Iy, gatlas dozis-hatas gorbéjét 5 szivizomsejten vizsgaltuk, az adatokat a
Hill-egyenlethez illesztettiik. C-E 3 uM ropinirol Ix. gatlo hatasanak kinetikai
tulajdonsagai. C Az Iy, aktivaciojanak fesziiltségfiiggése. Az daram csucsamplitudoit az
aktivalo  fesziiltségértékek fiiggvényében abrazoltuk, majd a Boltzmann-fiiggvénnyel
illesztettiik. D Az aktivacios idoallandot a , tail-envelope" teszttel nyert adatok
monoexponencidalis illesztése soran nyertiik +50 mV-ra torténo depolarizalo impulzusokat
alkalmazva majd a farokaram amplitudokat -40 mV-on meghatarozva. A depolarizalo
impulzusok idotartamat az abszcisszan abrazoltuk. K Az Iy deaktivaciojat  két
exponencialis tag (egy gyors és egy lassu) komponens osszegeként illesztettiik meg 6 sejtrol
nyert adatok alapjan (tgyors €S Tiassu a két komponens idéallanddjat jelzi).
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A tranziens kifel¢ irdnyuld kdliumaramot (I,) 200 ms hossza, -80 mV-r6l kiinduld
+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'-
csatornak 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 szignifikans (5.A abra).

Az L-tipust kalciumdramot (Ic,) -40 mV tartdfesziiltségrol +5 mV-ra torténd 400
ms hosszt depolarizacioval valtottuk ki. Ezeknél a méréseknél a kaliumaramokat 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 szignifikans (5.B abra).

A késo6i kaliumaram lassu komponensét (Ixs) -40 mV tartdfesziiltségrol +50 mV-ra
torténd 3 s hosszu depolarizaldé impulzusokkal aktivaltuk. Az L-tipusu kalciumcsatornat 5
UM nifedipinnel, a késoi kaliumaram gyors komponensét (Ix;) 1 uM E4031 hozzdadasaval
gatoltuk. A befelé egyeniranyitd kaliumaramot (Ix;) -40 mV-rol -135 mV-ra torténd
hiperpolarizaciéo 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 (5.C,D abra).

24



Kontroll — 90

3 —- —
Kimus“élr‘é1 -+ 80 n=5 _I—_
i -
30 phd — w I é B0
A to ¢ =0 3
T 40 b 3
300 pM Cg 30 = E
= 201  © ={|1E||&
0l =2 Zl®]ll=]®
*

]
l_<

50 1

& 507 * o
o
300 ph — | & 401 = 2
L e = e
B z Ca § i =
o
Ll S 3 3 =
30 gk — 20 ms 10 == [ = 28
Kimosas — |—T_| % — ||
3 phd 0
Kon#oll—r
50 - e
Kontroll - n= L
Kimasas — w 401 =
£ - 274
o o 304 = © .
C 150 ms -‘czi; 50 S 3@ I
o ]
_ﬁ = =
g oy
JE 3
O.
40

n:

-

30

. —
=] 2 w
e o
S | 3 8 £
200 me = =

<IWM T = £ 3 -

2 B oS 2 e =

= m =W o

- 1 £ s [a]

| s S| =t IS

* Kontrall

5. abra. A4 ropinirol kumulativ koncentraciofiiggé hatasai az 1, (A), Ic, (B), Ik (C)
és Ix; (D) iondramokra konvenciondlis fesziiltség-clamp kériilmények kozott. A bal oldali
majd a kimosas utdan kapott reprezentativ regisztratumokat mutatjuk be. Az Ic,-t és -t a
tesztpulzus soran kialakulo aramcsucsként, Ikt a tartofesziiltségre torténd repolarizacio
soran nyert farokaramkent regisztraltuk. Az I, Ic, és Ixs, dramok amplitudoit a
csucsértékek és a steady-state értékek kozotti kiilonbségként hataroztuk meg. Ik esetében a
teszt impulzus végén mérheto aram értékeket hataroztuk meg és abrazoltuk. Az Iy, Iks és Ix;
mérések soran az L-tipusu kalciumcsatornat 5 uM nifedipinnel, mig a késoi kaliumaram
gvors komponensét (Ix,) 1 uM E4031 hozzaaddsaval gatoltuk. Az Ic, méréseknél a
kaliumaramokat 3 mM 4-aminopiridin, 1 uM E4031 és 1 uM HMR-1556 hozzaadasaval
gatoltuk. A jobb oldali abrarészeken a ropinirol gatlo hatasainak koncentrdcio-fiiggését
mutatjuk be, ahol n a vizsgalt szivizomsejtek szamat jelzi.

25



1.3. A ropinirol hatasai az ionaramokra akcios potencial clamp koriilmények kozott

A korai kifelé irdnyuld aramcsucs (felfelé iranyuld kitérés) az I, gatlasakor jelenik
meg, mig a befelé iranyuld aramcstcs (lefelé iranyulo kitérés) az I, blokadjanak felel meg
(6. abra). A késoi kifelé iranyuld éaramcsucs, mely a kutya szivizomsejt akcios
potencialjanak terminalis repolarizacios fazisaval esik egybe, az Ik, €s Ik; gatlasat egyarant
tiikrozheti (117). Esetlinkben ez tisztan Ik, gatlasnak felel meg, mivel - mint azt eldzdleg
kimutattuk - a ropinirol 100 uM koncentracidban sem gatolta az Ix; aramot. Amint a 6.
abra bemutatja, a ropinirol mind az Ik,, mind az I, &ramot gatolta 10 uM koncentracidoban,
mig az Ic, blokdd 100 pM koncentracional volt észlelhetd. Az akcios potencial clamp
iizemmodban kapott eredmények tehat egybevagtak a fesziiltség-clamp koriilmények
kozott végzett mérések adataival. A ropinirol hatasai kimosas utan teljesen reverzibilisnek

bizonyultak.
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6. abra. 10 uM (A) és 100 uM (B) ropinirol hatasai az ionaramokra akcios
potencial clamp koriilmények kozott. A parancsjel (felsé regisztratum) és a ropinirol addsa
elott, alatt és a kimosas utan nyert aramprofilok reprezentativ regisztratumai. Mivel az
ionaramokat ugyanazon a sejten mértiik, melyrol az akcios potencial parancsjelet nyertiik,
a gyogyszer adadsa elotti aramjel egy nulla szintben futo vizszintes vonal. A szaggatott
vonalak a nulla aram szintet jelzik mindegyik regisztratumon.
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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)
repolarizacids fazisdnak amplitidojat, a depolarizdcid maximalis sebességét (Vmax) €s
hataséra a plato fazis depresszidja is észlelhetd volt (7.A abra). A rosiglitazon ezen hatasai
10 uM koncentraciotdl voltak szignifikansak (7.B,C abra). Az akcios potencial idétartama
kis mértékben valtozott, bar 30 uM koncentracional az APDs, értékek szignifikéns
rovidiilését, mig 100 uM koncentracional az APDgy megnyulésat tapasztaltuk (7.D abra).
A Vmax csokkenése ellenére az akcios potencial amplitiidoja (APA) nem csdkkent, s6t 100
UM rosiglitazon jelenlétében szignifikansan novekedett (7.E abra). A rosiglitazon hatésai
gyorsan, 2-3 perc alatt kialakultak és 10 perces Tyrode oldattal torténd kimosas utan

visszafordithatonak bizonyultak.
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7. abra. A A rosiglitazon kumulativ koncentraciofiiggé hatasai az akcios potencial
paramétereire. Az akcios potencial korai eseményeit az abrabetétben felnagyitva, az akcios
potencial felszallo szaranak ido szerinti elsé derivaltjat a jobb oldalon dbrazoltuk. B-E A
rosiglitazon kumulativ koncentraciofiiggo hatasai a depolarizdacio maximalis sebességére
(Vimax), a korai repolarizacio nagysagara, az akcios potencidal amplitudojara (APA),
valamint az akcios potencial idotartamara (APDsy és APDygy). A rosiglitazon mindegyik
eredményeket a négy kutyabol szarmazo nyolc szivizomsejten mért adatok atlagaként adjuk
meg. A gyogyszer adasa elotti kontroll értéket pontozott vonal, mig a kontrollhoz
viszonyitott szignifikans (P<0,05) kiilonbséget csillag jelzi.
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A Semmelweis Egyetem Farmakoldgiai €s Farmakoterapias 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
komplex, nem minden esetben egybevagd elektrofizioldgiai hatasokat fejtett ki a kis
ragcsalok papilléris szivizomsejtjein €s a kutya kamrai izomsejteken.

Patkanyokban a rosiglitazon az APA koncentraciofiiggd csokkenését idézte eld
(8.A abra), ezzel szemben mind a vad tipust, mind a HDC-KO egereknél az APA
novekedését tapasztaltuk (9.A abra). A vad tipusu egereknél a rosiglitazon
koncentraciéfliggd modon, szignifikdnsan csokkentette a natriumaram indirekt jelzéjeként
értékelhetd Vi €rtéket, ez a valtozas HDC-KO egereknél nem volt észlelhetd (9.C abra).
A rosiglitazon patkany papillaris szivizomsejteken a Vi €rtékek szignifikdns,
koncentraciofiiggd csokkenését okozta, ezek az eredmények egybevagnak a Kavak és
mtsai altal kozolt adatokkal (118) (8.C abra). Az akcios potencial idOtartama, foként a
terminalis repolarizacidé fazisa ugyszintén valtozott: az APDy, patkdnyban megnyult (8.B

abra), mig egérben koncentraciofiiggd modon rovidiilt (9.B abra).
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8. abra. Patkany jobb kamrai papillaris izmabol szarmazo sejtek elektrofiziologiai
paraméterei kontroll koriilmények kozott és 1, 3 és 30 uM rosiglitazon adasat kovetéen. Az
APA (A), APDyy (B) és Vuax (C) mérések eredményeit 15 prepardatum vizsgdlata soran
nyert atlag + SE értékeket megadva mutatjuk be. Csillaggal a kontrollhoz viszonyitott
szignifikans (P<0,05) kiilonbséget jeloltiik.
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9. abra. Vad tipusu (WT) és hisztidin-dekarboxilaz hianyos (HDC-KO) egerek jobb
kamrai papillaris izmabol szarmazo sejtek elektrofiziologiai paraméterei kontroll
koriilmények kozott és 1, 3 és 30 uM rosiglitazon adasat kovetoen. A (*) a kontrollhoz
viszonyitott szignifikans kiilonbséget, a (#) a WT és a HDC-KO egerek kozotti szignifikans
kiilonbséget mutatja (n = 15).
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2.2. A rosiglitazon hatasa kutya izolalt szivizomsejtjeinek ionaramaira

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

A tranziens kifel¢ irdnyuld kaliumaramot (I,) 200 ms hossza, -80 mV-r6l kiinduld
+50 mV-ra t6rténd depolarizaldé impulzusokkal aktivaltuk. Minden egyes ingerlé impulzus
elétt egy 5 ms hossza -40 mV-ra torténd eléimpulzust alkalmaztunk a fesziiltségfiiggé Na'-
csatornak inaktivalasa céljabol. Az L-tipusu kalciumcsatornat 5 uM nifedipinnel, a késo1
kaliumaram gyors komponensét 1 pM E4031 hozzaadasaval gatoltuk. A rosiglitazon
koncentraciéfliggd 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 adodott, a Hill-koefficiens 1,27 £+ 0,19 volt (10.A,B abra). A
rosiglitazon hatdsa gyorsan, 2-3 perc alatt, kialakult és teljes mértékben kimoshat6 volt
(10.C abra). A rosiglitazon megvaltoztatta az I, kapuzasi tulajdonsagait. Az aram egy
gyorsabb ¢€s egy lassabb komponens Osszegeként inaktivalodott, mindkét komponens
amplitudoja szignifikdnsan csokkent 30 uM rosiglitazon jelenlétében. A gyors idéallando
nem valtozott, mig a lasst id64alland6 rosiglitazon hatdsara megduplazodott (10.D abra).
Az I, aktivalasdhoz rosiglitazon jelenlétében nagyobb depolarizaciora volt sziikség és az
aktivacios kiiszob -20 mV-r6l +20 mV-ra tolodott (10.E abra), mig az inaktivacid

fesziiltségfliggésében nem volt szignifikans valtozas (10.F abra).
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10. abra. A4 rosiglitazon kumulativ koncentrdciofiiggé hatasai az 1, iondramra
konvencionalis fesziiltség-clamp koriilmények kozott. A Reprezentativ 1, regisztratumok
gatlas dozis-hatdas gorbéje 5 szivizomsejt atlagaban. Az ECsy értékeket és a Hill-
koefficienseket a Hill-egyenlettel torténo illesztéssel nyertiik. C A rosiglitazon I,-ra
kifejtett hatasanak idobeli lefolyasa és reverzibilitasa egy reprezentativ sejten bemutatva.
D-F 30 uM rosiglitazon hatasa az 1I,, kinetikai tulajdonsagaira 5 szivizomsejten vizsgalva.
D Az I, inaktivacidojanak idofiiggése. Az aram inaktivaciojat biexponencialis fiiggvénnyel
illesztettiik egy gyors és egy lassu komponens oOsszegeként. £ Az 1, aktivaciojanak
fesziiltségfiiggése. Az aram csucsamplitudoit az aktivalo fesziiltség  fiiggvényében
abrazoltuk. ¥ A rosiglitazon hatasa az I, steady-state inaktivaciojanak fesziiltségfiiggésére.
A +50 mV-ra torténo depolarizalo impulzust megelozéen -70 és +10 mV kozotti
eloimpulzusokat alkalmaztunk. Az eléimpulzusokat koveté aramcsucsokat a -70 mV-os
eloimpulzushoz  tartozo  aramcsucsra  normalizdltuk  és  az  eldimpulzusok
fesziiltsegértekeének fiiggvényében abrazoltuk, majd a Boltzmann-fiiggvénnyel illesztettiik. A
csillagok a kontrollhoz viszonyitott szignifikans (P<0,05) kiilonbségeket mutatjdk.
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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 kialakulé 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 (11.A abra). Az 5
szivizomsejten végzett mérések atlagdbol szamitott ECs érték 72,3 + 9,3 uM-nak adodott,
a Hill-koefficiens 0,91 + 0,1 volt (11.B 4abra). Hasonléan az I,-ndl tapasztalt
valtozasokhoz, a rosiglitazon Ig,.-re irdnyuld gatldo hatdsa is gyorsan kialakult és teljes
mértékben reverzibilis volt (11.C abra). Az Ik, farokdramok deaktivacidja biexponencialis
kinetikat kovetett. Bar mindkét komponens idéallanddja csokkent, ez a valtozas nem volt
statisztikailag szignifikdns (P>0,05). Ezzel szemben mindkét komponens amplitidoja
szignifikansan csokkent 100 uM rosiglitazon hatasara (11.D abra). Az Ik, aktivacidjanak
fesziiltségfliggése mérsékelten a negativabb potencialok felé tolodott 100 uM rosiglitazon
jelenlétében: a félaktivacios fesziiltség (Vos) -4,8 £ 3,2 mV-r6l -10,2 + 1,3 mV-ra valtozott
(n =15, P<0,05). Az aktivaci6 eltolodasa miatt, a gatlas latszélag fokozodott pozitivabb
potencialokra torténd depolarizacional: -5 mV-nal negativabb membranpotencidl esetén
elhanyagolhatd volt, mig +10 mV-nal pozitivabb membranpotencidl mellett a kontroll
aram amplitadéjanak feléhez kozeli értéket adott (11.E abra). Az Ik, aktivacidjanak
monoexponencialis idéallandoja nem valtozott 100 uM rosiglitazon jelenlétében (11.F

abra).
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11. abra. A rosiglitazon kumulativ koncentrdciofiiggé hatdasai a késoi kaliumdram
gvors komponensére (lg,) fesziiltség-clamp koriilmények kozott. A Reprezentativ I,
jelenlétében. B Az Ik, gatldas dozis-hatas gorbéje 5 szivizomsejt adatai alapjan, a Hill-
egyenlet segitségével meghatdrozott félhatdasos koncentracio és Hill-koefficienssel. C A
rosiglitazon Ix-re kifejtett hatasanak idobeli lefolydsa és reverzibilitasa egy reprezentativ
kisérletben bemutatva. D-F 100 uM rosiglitazon hatdsa az Ik, kinetikai tulajdonsagaira 5
szivizomsejten vizsgalva. D Az I, deaktivaciojanak idofiiggése. Az aram deaktivaciojat egy
gvors és egy lassu komponens oOsszegekeént illesztettiik. E Iy aktivaciojanak
fesziiltsegfiiggese. A farokaram amplitudoit az aktivalo fesziiltség fiiggvényében abrazoltuk
és a Boltzmann-fiiggvénnyel illesztettiik. ¥ Az aktivacios iddallandot a "tail-envelop"”
teszttel nyert adatok monoexponencialis illesztésével nyertiik. Csillaggal a kontrollhoz
viszonyitott szignifikans (P<0,05) kiilonbségeketjeloltiik.
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Az L-tipust kalciumdramot (Ic,) -40 mV tartdfesziiltségrél +5 mV-ra torténd 400
ms hossza depolarizacioval valtottuk ki. Ezeknél a méréseknél a kaliuméaramokat a Tyrode
oldathoz adott 3 mM 4-aminopiridin, 1 uM E4031 és 1 uM HMR-1556 hozzdadasaval
gatoltuk. A rosiglitazon koncentraciofliggé modon csokkentette az Ic, amplitidojat, hatasa
10 uM koncentraciotol volt statisztikailag szignifikans. A kumulativ dozis-hatas gorbe
Hill-egyenlettel torténd illesztése soran a félgatlo koncentracio 82,5 + 9,4 uM-nak adddott,
a Hill-koefficiens 0,82 £ 0,08 volt a 6 szivizomsejten mért eredmények atlagabol szamitva
(12.A,B abra). Az Ic, gatlasa csak részben volt visszafordithatd a 10 perces kimosasi
periddust kovetden (12.C abra). A rosiglitazon kiss€ megvaltoztatta az Ic, kapuzasi
tulajdonsagait is. A kalciumaram két exponencidlis komponens dsszegeként inaktivalodott,
az idéallandokban szignifikans valtozas nem volt tapasztalhatd. Bar 100 uM hatédsara mind
a gyors, mind a lassu komponens amplitiddja csokkent, a lassi komponens csokkenése
kifejezettebb volt (12.D abra). A rosiglitazon nem valtoztatta meg az Ic, aram-fesziiltség
karakterisztikdjat (12.E abra), ezzel szemben 100 pM rosiglitazon serkentette a steady-
state inaktivaciot (12.F abra). A félinaktivacios fesziiltség (Vo s) szignifikdns mértékben a
negativabb potencidlok iranyaba tolddott el (-12,9 = 0,3 mV-rol -15,5 = 0,3 mV-ra, P<
0,05,n=75).
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12. abra. A rosiglitazon kumulativ koncentraciofiiggo hatasai Ic, dramra

rosiglitazon jelenlétében nyert reprezentativ regisztratumok. B Az Ic, gatlas dozis-hatads
gorbéje 6 szivizomsejten vizsgalva, a Hill-egyenlet segitségével meghatarozott félhatdsos
koncentracio és Hill-koefficienssel. C A rosiglitazon Ic,-ra kifejtett hatisanak idobeli
lefolyasa és reverzibilitisa egy reprezentativ sejten bemutatva. D-F 100 uM rosiglitazon
hatasa az Ic, kinetikai tulajdonsdgaira 5 szivizomsejten vizsgalva. D ¢, inaktivaciojanak
gyors és egy lassu komponens osszegekent. E Az Ic, amplitudojanak fesziiltségfiiggése. Az
daram csucsamplitudojat az aktivalo fesziiltség fiiggvényében abrazoltuk. ¥ A rosiglitazon
hatasa az Ic, steady-state inaktivaciojanak fesziiltségfiiggésére. A +5 mV-ra torténo
depolarizalo impulzust megelozoen -50 és +5 mV kozotti eloimpulzusokat alkalmaztunk. Az
eloimpulzusokat kovetd aramcsucsokat a -50 mV-os eloimpulzushoz tartozo aramcsucshoz
normalizaltuk, az eldimpulzusok fesziiltségértékének fiiggvényében dbrazoltuk, majd a
Boltzmann-fiiggvénnyel illesztettiik. Csillaggal a kontrollhoz viszonyitott szignifikans
(P<0,05) kiilonbséget jeloltiik.
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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 szignifikdnsan nem valtoztatta meg a tanulmanyozott 4 sejtben (13. abra).

Magasabb (300 uM) koncentracional Ix; kis mértékii reverzibilis gatlasa volt

megtigyelhetd.
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13. abra. A4 rosiglitazon kumulativ koncentraciofiiggé hatasa az lx; aramra
konvencionalis fesziiltség-clamp koriilmények kozott. A Reprezentativ lx; iondramok

crer

gatlas dozis-hatas gorbéje 4 szivizomsejt atlagaban.

2.3. A rosiglitazon hatasai az ionaramokra akcios potencial clamp koériilmények

kozott

Az ionaramok profilja akcids potencidl clamp lizemmodban vizsgilva jelentdsen
eltér a konvenciondlis fesziiltség-clamp koriilmények kozott észlelt profiltol (119). Az
akcios potencial clamp technika eldnye, hogy barmely vizsgalt gyogyszer nettdé membran
aramra gyakorolt hatdsa vizsgalhato, 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
ujjlenyomatanak felel meg (117). Ennek megfelelden a korai kifelé iranyuld dramcsucs az
I, gatlasakor jelenik meg, mig a befelé¢ irdnyuld aramtranziens az Ic, blokadjanak a

kovetkezménye (14. abra).
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14. abra. I uM, 10 uM és 100 uM rosiglitazon hatasa az iondaramokra akcios
potencial clamp koriilmények kozott. A parancsjel (A) és a rosiglitazon adasa elott (B),
alatt (C-E), és a kimosas utan (F) nyert dramprofilok reprezentativ regisztratumai. Mivel
az ionaramokat ugyanazon a sejten mértiik, melyrol az akcios potencial parancsjelet
nyertiik, a gyogyszer adasa elotti aramjel egy nulla szintben futo vizszintes vonal. A
szaggatott vonalak a nulla dram szintet jelzik mindegyik regisztratumon (az A panelt
kivéve, amelyen a szaggatott vonal a nulla fesziiltséget jelzi).

A késoi kifelé iranyuld dramcsucs, mely a kutya szivizomsejt akcids potencialjanak
terminalis repolarizacids fazisaval esik egybe, az Ik, és Ik, gatlasat egyarant tiikrozi.
Esetiinkben azonban tisztan Ik, gatlasnak felel meg, mivel - mint azt el6zdleg kimutattuk -
koncentraciofliggd 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. A hdrom aramcsucs (korai kifelé iranyulo, befelé
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iranyuld ¢€s késoi kifel¢ iranyuld aram) nagysaganak valtozasait, melyeket 5 sejten végzett

mérések adatainak atlagolasaval kaptunk, a 15. abra mutatja be.
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15. abra. [ uM, 10 uM és 100 uM rosiglitazon hatasa a korai kifelé iranyulo
aramcsucsra, mely L,-nak felel meg (A), a befelé iranyulo, Ic,-nak megfelelé aramcsucsra
(B) és a késoi kifelé iranyulo aramcsucsra, mely elsésorban az Ix-nek felel meg (C) akcios
potencial clamp kériilmények kozott 5 szivizomsejten vizsgalva. Csillaggal a kontrollhoz
viszonyitott szignifikans (P<0,05) kiilonbségeket jeloltiik.
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MEGBESZELES

1. A ropinirol vizsgalata soran nyert eredmények megbeszélése

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

adatok tiikrében

Vizsgalatunkban elsOként elemeztiik a ropinirol hatasait a cardialis ionaramokra.
Eredményeink szerint a ropinirol szdmos iondramot gétol koncentracidéfiiggé modon, ez
konfigurdciovaltozasai a kiilonbdzd ionaramok gatlasabol levezethetok. A ropinirol
mikromolaris koncentracidi 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. Ez az érték valamivel magasabb, mint a CHO sejteken expresszalt HERG
csatornakon mért 1,2 uM félgatlo koncentracid (29). A ropinirol Ik, gatld hatasanak
hatterében nem allhat a csatorna kapuzasanak valtozésa, hiszen az aktivacio megfigyelt
felgyorsulasa inkabb ndvelné, nem pedig csokkentené az iondramot. Az ioncsatorna gatlasa
fesziiltségfliggd volt, mivel a depolarizacid fokozodasakor a blokad mértéke novekedett.
Ez feltehetéen a csatorna és a ropinirol kozotti "use-dependens” kolcsonhatas eredménye
(120). A Hill-koefficiensek kozel egységnyi értéke azt sugallja, hogy a ropinirol okozta
gatlas minden esetben egy-egy specifikus kdtohelyhez torténd kapcsolodas eredményeként
értékelhetd. Magasabb koncentracional egyéb ionaramok, mint az I, és Ic, gatldsa is
kimutathatd volt. A tranziens kifel¢ irdnyuld kdliumaram gatlasa 10 uM koncentraciotol
volt szignifikans, a korai repolarizacié amplitidojanak csokkenését okozva. Az L-tipusu
kalciumaram gétlasa 30 pM koncentraciotol volt szignifikans, ami a platd potencial
depresszidjahoz vezetett. Az APDsy igen magas koncentracional (300 uM) tapasztalt
rovidiilése is a kalciumcsatorna blokaddal lehetett Osszefliggésben. A Vi csokkenése,
mely 30 uM koncentraciotol volt észlelhetd, az I, gatlasra vezethetd vissza, mivel a Vi a
natriumaram intenzitdsanak jO indikatora (121). A Vp. gatlds frekvenciafliiggd

komponense gyors kinetikaval jellemezhetd, mivel a ciklushossz 1 s ala csokkentése esetén
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a gatlas mértéke jelentdsen nétt. Ez azt jelzi, hogy a ropinirolnak a Na'-csatornarél torténd

levalasi id6allandodja 1 s-nél rovidebb.

1.2. Klinikai vonatkozasok

A ropinirol cardiovascularis mellékhatasok tekintetében viszonylag biztonsagos
szernek tekinthetd (122). A vizsgalataink soran statisztikailag szignifikdns valtozasokat
kivalté legalacsonyabb koncentracid is joval magasabb, mint a betegeknél vagy in vivo
allatkisérletekben mért plazma csucskoncentraciok. A napi 24 mg ropinirolt szedd
betegekben mért plazma csucskoncentracid 20-24 ng/ml, mely 65-80 nM-nak felel meg
(111, 112). Egyszeri 12 mg dozis bevételét kovetden 33 ng/ml (110 nM) plazma
csucskoncentraciot mértek egészséges Onkéntesekben (123). A ropinirol 40%-os
fehérjekotodését is figyelembe véve (124) nem valdszinii, hogy a gydgyszer egészséges
egyének szivizomsejteinek elektrofiziologiai tulajdonsagait befolyésolja.

Azokban a klinikai vizsgalatokban, melyekben a ropinirolt placeboval vagy masik
dopamin agonista szerrel hasonlitottdk 6ssze, syncope gyakrabban fordult eld a ropinirolt
szedd betegeknél, mint a kontroll csoportban. A syncope eseteket tobbnyire orthostaticus
hypotensioval hoztdk Osszefliggésbe, mely a D, receptorok ingerlése Utjan a felallaskor
bekovetkezd fiziologias noradrenerg valasz hidnyaval ¢€s a peripherids vascularis
rezisztencia csOkkenésével magyarazhato (125). A posturalis vérnyomasesés hatterében a
D4 receptorok aktivaldsa €és ennek kovetkeztében a noradrenalin felszabaduldsanak gatlasa
is allhat (126).

EKG leiras azonban minddssze egyetlen syncopés esetrdl all rendelkezésre: a leiras
szerint 1,5 mg tesztdozis bevételét kovetden egy betegben prodromalis tiineteket
(gyengeség, hanyinger, hanyas) kovetden bradycardia és atmeneti eszméletvesztés
kovetkezett be (127). A D, presynapticus receptorok stimulatioja (128) vagy a D,/Ds
striatalis receptorok ingerlése révén (129) ropinirol hatdsdra az autondém idegrendszer
egyensulya felborulhat, parasympaticus tulsuly alakulhat ki. Az ily modon kialakult
vagustulsuly tiineteket okozo6 bradycardiat és pitvarfibrillatiot egyarant okozhat. Egy masik
kozlemény szerint egy 51 éves, strukturalisan ép szivii betegben kis dézistu (napi 0,5 mg)
ropinirol szedése mellett ismételt eszméletvesztéssel jard sinuscsomd dysfunctio 1épett fel
(130). Az autondém egyensuly hirtelen felboruldsa a gyogyszer dozisanak hirtelen
emelésekor vagy az elhtizddd hatdsu forma helyett a standard forma bevételekor is

bekovetkezhet. Két ilyen jellegzetes esetrdl szdmol be Di Giacopo: az egyik, egyébként
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egészséges 52 ¢éves Parkinson-korban szenvedd betegben a 24 o6ras, elhtizodd hatasu
(extended release, XR) ropinirol adagjanak emelése soran paroxysmalis pitvarfibrillatio,
majd tévedésbdl az XR helyett 2 mg standard forma (SF) ropinirol bevétele utan syncopét
okoz6 atmeneti asystole 1épett fel. A masik, 65 éves férfiban az XR helyett tévedésbol 2
mg SF ropinirol bevétele utan jelentkezett pitvarfibrillatio (131).

A ropinirol  szdndékos vagy  véletlenszerti tuladagoldsa mellett a
plazmakoncentraci6 elérheti a kritikus mikromolaris tartomanyt, amely a repolarizacio
gatlasa révén torsades de pointes tipusi kamrai ritmuszavarok fokozott rizikojaval jarhat
(132). A velesziiletett vagy szerzett hosszi QT syndromas betegek szdmara pedig a
ropinirol az eldiras szerinti adagban is veszélyes lehet. Erdemes lenne azonban azt is
tisztazni, hogy a ropinirol proarrhythmids hatdsanak a hatterében - a pentamidinhez és az
arzén-trioxidhoz hasonléan — nem az Ik, csatorna érésének gatlasa, a sejtfelszinre jutd
miitkodéképes ioncsatorndk szamanak csokkenése all-e elsésorban. Ez esetben ugyanis az
ioncsatorndkra gyakorolt csekély kozvetlen gatlo hatds ellenére is kialakulhatna a szer
mellékhatasaként torsades tipusti kamrai ritmuszavar. Osszességében megallapithatjuk,
hogy eredményeink szerint a ropinirol elektrofiziologiai szempontbdl viszonylag
biztonsagos szernek tekinthetd. Ennek ellenére strukturalis vagy elektromos szivbetegség
fennalldsa esetén alkalmazdsa rendszeres EKG ellendrzés mellett javasolhato,
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 koncentraciofiiggéen gatolt
¢s ez az akcios potencidl alakvaltozéasaival jart egyiitt. Példaul a kutya szivizomsejtek
vizsgalata soran észlelt korai repolarizacié csokkenés az I, gatlasaval magyarazhato (ECsg
= 25,2 £ 2,7 uM) (10.A abra). Hasonloképpen a platdo fazis csokkenése rosiglitazon
hatasara a Ca’” és Na'-dramok gatlasara vezetheté vissza (7.A &bra), mig a Vi

depresszidjat az Iy, gatlds indikatoranak tekinthetjik (121). Az I, gatlasara kapott
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adatainkat megerdsitették Jeong €s munkatarsainak vizsgalatai (133), eredményeik szerint
a rosiglitazone gatolta a rekombinans K, 4.3 csatornakat 25 pM félgatlo koncentracioval.
Annak ellenére, hogy a rosiglitazon szdmos ioncsatorna miikodésére hatassal van,
az akcids potencidl id6tartamat jelentds mértékben nem befolyésolta (kivéve egy mérsékelt
APDs csokkenést 30 uM és egy APDgy megnytlast 100 uM koncentracional). Ez annak a
kovetkezménye, hogy a gyogyszer a platd fazis soran szimultdn gatolja a befelé iranyulo
(window In, €s Ic,) és kifelé iranyuld (Ix, €s I,) iondramokat. A Vpax csokkenése
rendszerint egyiitt jar az APA csokkenésével, ezt a jelenséget azonban nem észleltiik a
kutya szivizomsejtek vizsgalatakor. Ezzel ellentétben, 100 uM rosiglitazon jelenlétében az
APA szignifikdns mértékben novekedett. Ez az In, €s az I, szimultdin blokadjanak
koszonhetd, melyek koziil az In, blokad az APA csokkentése, az I, gatlas pedig az APA
novekedése irdnyaban hatott. Végiil emlitést érdemel, hogy a rosiglitazone nem valtoztatta
meg a sejtek nyugalmi potencidljat, ami teljes 6sszhangban van a szer az Ix; dramra

iranyuld viszonylagos hatastalansagaval (100 pM-nal nem nagyobb koncentraciok esetén).

2.2. A rosiglitazon és a troglitazon cellularis elektrofiziologiai hatasainak

osszehasonlitasa

Eredményeink alapjan Osszehasonlithatdak a rosiglitazon és a troglitazon cellularis
elektrofiziologiai hatasai. A troglitazon az Ic, aramot patkany (108, 109), nyul (110) ¢és
tengerimalac (106) szivizomsejtekben 10 uM-hoz kozeli ICsy koncentracioval gatolta. Ez
jelentésen alacsonyabb, mint a kutya szivizomsejteken végzett vizsgalataink soran a
rosiglitazon 92 uM félgatld koncentracidja. A troglitazon az Iy, aramot is joval erdsebben
gatolja, mint a rosiglitazon. Vizsgélatainkban 100 uM rosiglitazon a Vi, kevesebb, mint
50 %-os csOkkenését idézte eld. Ezzel szemben 1 uM troglitazone 50%-0S Vimax
csokkenést, 10 uM troglitazon pedig az akcids potencialok teljes eltlinését eredményezte
nyul kamrai szivizomsejtekben (110). A rosiglitazon és a troglitazon gatld hatasa tehat

legalabb egy nagysagrenddel kiilonbozik.

2.3. A rosiglitazon hatasa az akcios potencial alakjara kiilonb6z6 allatfajokban

A rosiglitazon hatasai az APDyy és APA értékekre a kiilonbozd allatfajoknal
jelentésen eltérdek. Ennek a kiilonbségnek az okat az akcids potencidl morfologia,

valamint a patkany, egér és kutya szivizomsejtek K aramainak kinetikai tulajdonsagai
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kozotti eltérésekben kell keresniink (intenziv Iy, platd fazis hidnya patkanyban és egérben)
(134). A HDC-KO egereknél tapasztalt kiilonbségnek pedig az lehet az oka, hogy ez az
egértorzs fogékonyabb autoimmun diabetes kialakulasara. A HDC-KO egerekbdl hianyzik
az endogén hisztamin, ezek az 4llatok csokkent gliikoztoleranciaval jellemezhetok.
Emellett kimutathatéak benniik a glutamat-dekarboxilaz (GAD), az autoimmun diabetes
egyik lehetséges target-antigénje elleni autoantitestek (135). A Semmelweis Egyetem
Farmakologiai és Farmakoterapias Intézet kutatdcsoportjanak el6z6 vizsgélatai eredményei
szerint diabetesre jellemzd elektrofiziologiai valtozasok, mint a repolarizdcid6 megnyulasa
vagy a Vmax csokkenése kimutathatéak voltak HDC-KO egerekben eldzetes
streptozotocinnal torténd diabetes indukcid nélkiil (136). Ez a valtozas észlelhetd jelen
vizsgalatunkban is: a HDC-KO egerekben az APDgy megnyulasa és a Vi, depresszidja
volt tapasztalhat6 a vad tipust egerekbdl nyert kontroll értékekkel 6sszehasonlitva (9.B,C
abra). Bar kozvetlen ionaram mérések a patkany és egér szivizomsejteken nem torténtek, a
ragcsalokon tortént akcids potencial vizsgalatok alapjan is valosziniisithetd a rosiglitazon
ioncsatorndk aktivitasait modositd hatasa. Ezt az elgondolast aldtamasztjdk azok a
diabeteses egérmodellen tortént vizsgalatok, melyek szerint a tartds rosiglitazon kezelés
modosithatja a K'-csatornak vagy az azokkal kolcsonhatasban levd fehérjék génjeinek

expresszidjat (137).

2.4. Klinikai vonatkozasok

A rosiglitazon legalacsonyabb  koncentracidi, melyek  vizsgalatainkban
statisztikailag szignifikans valtozasokat idéztek eld, magasabbak voltak, mint a betegekben
mért csticskoncentraciok. Egyszeri 8 mg rosiglitazone bevételét kovetden mérhetd plasma
csucskoncentracio 0,8 pg/ml, mely megfelel 2 pM-nak (138, 139). Ezért nem valdszind,
hogy a rosiglitazon szokasos dozisai egészséges egyénekben befolyasoljak 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 6nmagdban a diabetes hatasara az ioncsatornak mikodésének és az
akcids potencidlnak a megvaltozasa kovetkezik be, diabeteses allatokban a szer cellularis
elektrofiziologiai hatasanak tovabbi elemzése indokolt. A gydgyszert szedd idds,

diabeteses betegek egy része egyéb cardiovascularis rizikofaktorokkal (ischaemias
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szivbetegség, hypertonia, hyperlipidaemia) is terhelt, ezekben az esetekben a rosiglitazon
proarthythmias effektusa nem =zarhatd ki. A rosiglitazonrol allatkisérletekben
bebizonyosodott, hogy ischaemias allapotban csokkenti a kamrafibrillatios kiiszobot (61).
A gyogyszer csokkent eliminatidja vagy tuladagoldsa esetén pedig a plasma koncentraciod
olyan tartomanyba emelkedhet, mely mar a szivizomsejtek ioncsatornait gatolva
arrhythmidkra hajlamosit.

A gyogyszer cardiovascularis biztonsdgossaga tovabbra is nyitott kérdés,
egymasnak ellentmonddak a kockazat/haszon ardnnyal kapcsolatos adatok. A bizonytalan
¢s ellentmondasos klinikai eredmények (80, 81, 84, 97, 98) miatt a gyogyszeriigyi
hatosadgok reakciodja is eltéré volt, az FDA jelentdsen szigoritotta a rosiglitazon tartalmi
készitmények forgalmazasat, az Eurdpai Gydgyszeriigynokség pedig felfiiggesztette a
gyogyszer forgalomba hozatali engedélyét (140-142). A szer biztonsagossagardl
véglegesen €s egyértelmiien ujabb multicentrikus tanulmanyok utdn lehetne allast foglalni,
de az elozmények ismeretében jabb klinikai vizsgalatok inditasa valosziniitlen (etikai és
financidlis szempontbol is). 2010-ben az USA Szenatus Pénziigyi Bizottsdga kérddre vonta
az FDA-t, hogy miért engedélyezi a rosiglitazon még folyamatban levd klinikai
vizsgalatainak folytatdsat és mit szandékozik tenni a bevont betegek biztonsaga érdekében
(143). A Bizottsag jelentése szerint a gyartdé GlaxoSmithKline céget komoly feleldsség
terheli, mivel a cardiovascularis mellékhatasokrol tudomaséara jutott adatokat évekig
visszatartotta €s igy 1999 és 2007 kozott 6sszesen 83000 infarctus eset volt a rosiglitazon
szedésével Osszefliggésbe hozhato.

A parcidlis PPARy agonista hatast tiazolidindionok kutatasa, fejlesztése révén
probaljak a szénhidratanyagcserére gyakorolt kedvezd hatdst megdrizni ¢€és a
mellékhatasokat kiiktatni (144-146). A balaglitazon parcialis agonista a rosiglitazonhoz
hasonld vércukorszint csokkentd hatékonysaggal, de kevésbé okoz folyadékretentiot (144).
A compound 50 ¢és az MK-0533 a preklinikai fejlesztés fazisdban levd, kevesebb
mellékhatast okoz6 parcialis agonistak (145, 146). Bar a parciadlis PPARy agonistak
kutatasaval igyekeznek biztonsadgosabb tiazolidindionokat talalni, egyre inkabb gy tiinik,
hogy e mostoha sorsu gyodgyszercsoport hattérbe szorul a diabetes kezelésében. A
tiazolidindionok sorsa megpecsételddni latszik az incretin alapt kezelés (incretinhatast
fokoz6 szerek és dipeptidil-peptidaz-4 gatlok) terjedésével. Az eddigi eredmények alapjan
az incretin alapt terdpia cardiovascularis szempontbol biztonsagosnak tarthato, de a hosszu
tava kimenetellel kapcsolatos kérdésekre a folyamatban levd klinikai vizsgalatok fognak

valaszt adni (147, 148).

46



OSSZEFOGLALAS

Munkank soran két gyogyszer, a Parkinson-kér kezelésére haszndlt dopamin
agonista ropinirol és a 2-es tipusu diabetes kezelésére hasznalt tiazolidindion szer, a

rosiglitazon proarrhythmids hatasait vizsgaltuk kutya kamrai szivizomsejteken.
A ropinirollal kapcsolatban a kdvetkezd Iényeges megallapitasokat tettiik:

1. A ropinirol koncentraciotol fiiggden nyujtotta vagy roviditette az akcios
potencial idotartamat, csokkentette az akcios potencidl korai repolarizacidéjanak mértékét és
a depolarizacié maximalis sebességét, tovabba a platd fazis depressziojat idézte eld.

2. Ezen hatésaival 6sszhangban gatolta a tranziens kifelé iranyuld kaliumaramot, a
késO1 kaliumaram gyors komponensét és az L-tipust kalciuméaramot. A ropinirol sem a
késO1 kaliumaram lassi komponensét, sem a befelé egyeniranyitd kaliumaramot nem
gatolta 300 uM-nal kisebb koncentracioban.

3. Az akcios potencidl clamp lizemmodban kapott eredmények egybevagtak a

fesziiltség-clamp koriilmények kdzotti mérések adataival.
A rosiglitazon vizsgélata soran a kdvetkezdket észleltiik:

1. A rosiglitazon koncentraciotol fiiggden csokkentette az akcids potencidl korai
repolarizacids fazisat, a depolarizacid maximalis sebességét és a platd fazis depresszidjat
okozta, mig az akcids potencidl id6tartama csak csekély mértékben valtozott.

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

3. Az akcidés potencidl clamp iizemmoddban kapott adatok alatdmasztottdk a
fesziiltség-clamp koriilmények kozotti mérések eredményeit.

4. A rosiglitazon akcids potencidl konfiguraciora kifejtett hatdsai a kiilonbozo
allatfajokon jelentdsen eltéréek. A rosiglitazon patkanyokban az akcids potencial
amplitad6 koncentraciofiiggd csokkenését, egerekben pedig novekedését idézte eld. A vad
tipust egerekben €s a patkanyokban a rosiglitazon csokkentette a depolarizacid6 maximalis

sebességét. A repolarizacid 90 %-anal mért akcids potencial idOtartam patkdnyban
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megnyult, mig egérben koncentraciéfliggd modon rovidilt. A hisztidin-dekarboxilaz
hidnyos egerekben a 90 %-o0s repolarizdcidhoz tartozd akcids potencidl iddtartam
megnyulasa és depolarizaci6 maximalis sebességének csokkenése volt tapasztalhatd a vad

tipusu egerekbdl nyert kontroll értékekkel 6sszehasonlitva.
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SUMMARY

The cellular cardiac electrophysiological effects of ropinirole and rosiglitazone
were investigated in isolated canine cardiomyocytes. The concentration-dependent effects
of both drugs on action potential morphology and the underlying ion currents were studied
in enzymatically dispersed canine ventricular cardiomyocytes using standard
microelectrode, conventional whole-cell patch clamp, and action potential voltage clamp
techniques.

Ropinirole, a dopamine receptor agonist increased action potential duration
(APDy) and suppressed the rapid delayed rectifier K current (Ix,) with an ICsy value of
2.7+0.25 puM and Hill coefficient of 0.92+0.09 at concentrations>1 pM. At higher
concentrations, ropinirole decreased the amplitude of early repolarization (at
concentrations>10 pM), reduced the maximum rate of depolarization and caused
depression of the plateau (at concentrations>30 uM), and shortened APDs, (at 300 uM)
indicating a concentration-dependent inhibition of Iy, Ina, and Ica. Ixs and Ix; were not
influenced significantly by ropinirole at concentrations less than 300 uM. Suppression of
Ikr, Lo, and Ic, has been confirmed under conventional patch clamp and action potential
voltage clamp conditions.

The results indicate that ropinirole treatment may carry proarrhythmic risk for
patients with inherited or acquired long QT syndrome due to inhibition of Ik, - especially in
cases of accidental overdose or intoxication.

Recent large clinical trials found an association between the antidiabetic drug
rosiglitazone therapy and increased risk of cardiovascular adverse events. Because there is
little information on the cellular cardiac effects of rosiglitazone, we investigated the
cardiac electrophysiological properties of rosiglitazone on isolated rat and murine
ventricular papillary muscle cells and canine ventricular myocytes using conventional
microelectrode, whole cell voltage clamp, and action potential voltage clamp techniques.

At concentrations>10 puM rosiglitazone decreased the amplitude of phase-1
repolarization, reduced the maximum velocity of depolarization and caused depression of
the plateau potential in canine ventricular myocytes. In histidine-decarboxylase knockout
mice as well as in their wild types rosiglitazone (1-30 uM) shortened APDy, and increased
the action potential amplitude in a concentration-dependent manner. In rat ventricular

papillary muscle cells rosiglitazone (1-30 uM) caused a significant reduction of action
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potential amplitude and maximum velocity of depolarization which was accompanied by
lengthening of APDy,.

Rosiglitazone suppressed several ion currents in a concentration-dependent manner
under conventional voltage clamp conditions in canine ventricular myocytes. The ECs
value for this inhibition was 25.2+2.7 pM for the transient outward K" current (Iy),
72.3£9.3 uM for the rapid delayed rectifier K™ current (Ig;), and 82.5+9.4 uM for the L-
type Ca®" current (Ic,) with Hill coefficients close to unity. The inward rectifier K current
(Ix1) was not affected by rosiglitazone up to concentrations of 100 uM. Suppression of I,
Ikr, and I, has been confirmed under action potential voltage clamp conditions as well.

Alterations in the densities and kinetic properties of ion currents may carry serious
proarrhythmic risk in case of overdose with rosiglitazone, especially in patients having

multiple cardiovascular risk factors, like elderly diabetic patients.

Keywords: ropinirole, dopamine receptor agonists, rosiglitazone, antidiabetic

agents, canine ventricular myocytes, action potential, ion currents, proarrhythmic risk
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