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A KUTATAS ELMELETI HATTERE

A szivizom repolarizaciojaért elsGsorban a sejtmembran felszinén talalhato tobbféle (Ik,
Iks, lo, Ik1) kdliumcsatorna egyiittes Osszehangolt miikodése felelds. Normal koriilmények
kozott valamely kifelé irdnyulo repolarizalod kalium aram gatlasa nem feltétleniil okoz jelentds
megnyuldst a kamrai szivizom akcids potencidljanak iddtartamaban (APD), mivel a tobbi
kalium csatorna ezt részben kompenzalni képes. A fenti kompenzéacidos mechanizmust
repolarizacios rezervnek nevezzilk. Amennyiben a repolarizaciot egy Ik,-blokkold hatast
gyogyszer, hypokalaemia, genetikai defektus vagy bradycardia jelentésen megnyujtana, az APD
nyuldsa kedvez az Ixs dram aktivacidjanak, ami negativ feedback mechanizmus révén gatat
szabhat a tovabbi APD prolongacionak. Enélkiil a protektiv mechanizmus nélkiil az érokletes
defektusok vagy a kiilonbozé pathofiziologiai 4allapotokra visszavezethetd ioncsatorna
remodelling (diabetes mellitus, szivelégtelenség, etc.) megteremtheti az excessziv repolarizacio
megnyulas feltételeit, ami megnoveli a torsade de pointes kamrai tachycardia (TdP)
fellépésének esélyét. Azokban az esetekben ugyanis, amikor a repolarizaciés rezerv
meggyengiilt, valamely mas kaliumaram még viszonylag gyenge blokkolasa is markans APD
prolongaciot okozhat, ami fokozott proarrhythmia veszéllyel jar. A repolarizacids rezerv
gyenglilését onmagéaban azonban nem kiséri feltétleniil sem a testfelszini EKG regisztratum QT-
szakaszanak megnyuldsa, sem a QT-szakasz diszperzid6 megnovekedése, igy a fokozott
proarrhythmia-hajlam hagyomanyos médszerekkel torténd kimutatasa nehéz. A kamrai szivizom
elektromos instabilitasanak egyik korai jele lehet a repolarizacid iddbeli variabilitasinak
megnovekedése. A szivizom elektromos instabilitdsanak egyik ujonnan vizsgalt klinikai
markere a QT szakasz kiilonb6z6 matematikai modszerekkel jellemezhet6 idébeli, beat-to-beat
variabilitdsa.

A cukorbetegségben gyakoribbnak vélt hirtelen szivhalal egyik feltételezett oka
repolarizacidos rezerv ioncsatorna remodellingre visszavezethetd besziikiilése, illetve a
betegségtartam elérehaladdsdval a kamrai repolarizacié manifeszt megnyulasa. A diabetes
mellitus kozvetlen, cellularis és subcellularis szivelektofizioldgiai vizsgalatira experimentalis
koriilmények kozott foként egér és patkany modellekben keriilt sor. Az ionaramok kinetikdjaban
¢€s az expresszalt csatornaproteinekben tapasztalhatd interspecies eltérések miatt azonban az egér
¢s patkany modellekbdl szarmazo informéciok a human vonatkozéasban korlatozott értékiiek. A
szivizomzat kamrai repolarizaciojanak vizsgalata kapcsdn a human viszonyok tekintetében
relevansabb specieseknek szamitd diabeteses nyul és kutya modellekbdl mindezidaig érdemi
adat nem allt rendelkezésiinkre. Ugyancsak kevés adattal rendelkeztiink arrdl, vajon miképp
valtozik a QT-szakasz repolarizacios rezerv besziikiilését és kamra repolarizacio idébeli
instabilitasat tiikr6z6 rovid idétartamt beat-to-beat variabilitasa cukorbetegekben, valamint
egy¢éb, ioncsatorna remodellinget okozd kronikus betegségben.



A KUTATAS CELJA

A fentiek alapjan vizsgalni kivantuk milyen, a kamrai repolarizaciés rezervet csokkentd
szivelektrofizioldgiai és csatorna-protein szintli valtozasok detektalhatok experimentalis
diabetes mellitusban, alloxan-diabeteses kutya- és nyulmodellben. Tanulmanyozni kivantuk azt
is, miként valtozik a testfelszini EKG felvételen a QT-szakasz beat-to-beat variabilitasa diabetes
mellitusban szenvedd betegekben a szénhidratanyagcsere-egészséges kontrollokhoz képest.
Valaszt kerestiink arra a kérdésre is, hogy az esetleges eltérés mutat-e Osszefiiggést a
cardiovascularis reflextesztekkel jellemezheté autonom idegrendszeri statusszal. Szivizom-
hypertrophids, valamint szivelégtelen kutyamodellbél nyert adatok alapjan az Iks aram
farmakologiai blokkolasaval olyan acut torsade-modellt kivantunk kidolgozni, amely alkalmas a
potencidlisan proarrhythmids hatdssal rendelkezd, Ik-blokkolé mellékhatassal is rendelkezd
gyogyszerek preklinikai tesztelésére. A fenti 6sszefliggések alapjan megvizsgaltuk azt is, vajon
szivelégtelen betegekben kimutathaté-e a QT-variabilitds megvaltozasa és ez Osszefiiggést
mutat-e a kamrai tachycardia el6fordulasanak kockazataval.

EREDMENYEK
A repolarizacios rezerv vizsgalata alloxan indukalta diabetes mellitusos kutya modellben

Vizsgélataink soran kisérletes koriilmények kozott elemeztiik, miként valtozik a kamrai
repolarizacid, illetve a repolarizacios rezerv experimentalis diabetes mellitusban és az esetleges
valtozasokat befolyasolhatja-e az inzulinkezelés segitségével elért euglycaemia. A kisérleteket
alloxan indukalt diabetesben szenvedd kutyakon, in vivo és in vitro korilmények kozott
végeztiik. Klinikai €s experimentalis vizsgalatok korabban mar leirtdk a szivizom kamrai
repolarizacigjanak cukorbetegségben tapasztalhatdé megnyulasat, az eltérés kozvetlen, cellularis
¢és subcellularis szivelektofiziologiai analizisére azonban — a humdan viszonyok tekintetében
relevansabb speciesnek szamito — kutya modellben elsd alkalommal keriilt sor. A cukorbetegség
diagnozisanak felallitasara az alloxan adagolasat kovetden egy héttel keriilt sor. A diabetes
expozicios ideje 8 hét volt. A cukorbeteg allatok egy részében a vizsgalati periodus alatt
subcutan inzulin adagoldsaval euglycaemiat értlink el. A kisérletek elvégzését a diabeteses
allatok — irodalmi adatokbol is ismert és ezért részben tervezhetd — magasabb elhulldsi rataja
nehezitette. A QT-szakasz mérése c€ljabodl a diabetes indukciot megelézden az altatott kutyakrol
12 elvezetéses testfelszini EKG-t regisztraltunk, majd a felvételt a 8 hetes periodus végén
megismételtiik. Ezt kovetéen in vitro koriilmények kozott, konvencionalis microelectrod
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technika segitségével jellemeztiik az akcids potencial valtozasat, patch clamp technika
alkalmazasaval pedig az egyes repolarizald ionaramokban tapasztalhato eltéréseket. Az
ioncsatorna proteinek expresszidjanak meghatarozasara Western blot analizist hasznaltunk. A
testfelszini EKG felvétel alapjan szémitott QTc-intervallumban és az izoldlt jobb kamrai
papillaris izomban regisztralt akcios potencidl idOtartamaban a 8 hetes diabetes expozicidt
kovetden csupan mérsékelt foku megnyulast tapasztaltunk. A cukorbeteg allatokbol izolalt
szivizomsejtekben azonban az Iks €s az Iy, ioncsatornak amplitidoja a kontrollhoz képest
jelentésen csokkent. Az Ica, lki és Ik, iondram amplitiddja nem valtozott. A Western blot
technikaval meghatarozott Kv4.3 ¢és a MinK ioncsatorna protein expresszioja, az

Transzmembran ioncsatorna proteinek denzitasanak valtozasa
diabeteses kutyaban
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elektrofiziologiai valtozadsoknak megfelelden, szintén csokkenést mutatott, mig az egyéb
csatorna proteinek denzitdsa vagy nem valtozott (HERG, MiRP1, ai), vagy nétt (Kvl.4,
KChIP2, KvLQT1). Az inzulin szubsztitici6 a diabetes indukalta valtozasokat az Ixs, KvLQT1
¢s MinK esetében teljes mértékben kivédte, mig az Iy, Kv4.3, and Kv1.4 esetében csak részben
mérsékelte. Kisérleteink arra utaltak, hogy a rovid idétartamu alloxan-diabetes a repolarizacio
mérsékelt megnyujtasa mellett, az Ixs €s Iy, aramok csdkkentése révén mar jelentdsen sziikiti a
repolarizaciods tartalékot, ami fokozott proarrhythmiés kockézattal jarhat.

Kisérletes koriilmények kozott megvizsgaltuk intakt éren az alloxan-diabeteses
kutyak koszortereinek vazoreaktivitasat is. Azt talaltuk, hogy a cukorbeteg allatokban in vitro
koriilmények kozott a kalcium aktivalta kdliumcsatorndk kompenzatorikus aktivitas-fokozodasa
hat4sos vasodilatacios rezervet képezhet a diabetes korai szakaszaban.

Megjelent kozlemény:

Lengyel Cs, Virag L, Bir6é T, Jost N, Pacher P, Magyar J, Biliczki P, Kocsis E, Skoumal R,
Kecskeméti V, Nanasi PP, Horkay F, T6éth M, Varro A, Papp JGy: Diabetes mellitus
attenuates the repolarization reserve in mammalian heart. Cardiovasc Res, 73: 512-520,
2007 (”:2007: 6127)

Pataricza J, Marton Z, Lengyel Cs, Toéth M, Papp JGy, Varré A, Kun A: Potassium channels
sensitive to combination of charybdotoxin and apamin regulate the tone of diabetic isolated
canine coronary arteries. Acta Physiol, 194: 35-43, 2008 (1Fxp07: 1.602)
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A repolarizacios rezerv vizsgalata alloxan indukalta diabetes mellitusos nyul modellben

A vizsgélat f6 célja annak tovabbi kisérletes elemzése volt, vajon miként valtozik a
kamrai repolarizacio, illetve a repolarizacidés rezerv experimentalis diabetes mellitusban,
valamint a korabbi kutyakisérletekb6l nyert adatok reprodukalhatéak-e, mas — a human
szivizom repolarizacidja szempontjabol relevansnak szdmitd — speciesben. A kisérleteket ezuttal
alloxan indukalt diabetesben szenvedd nyulakon, in vivo és in vitro korilmények kozott
végeztik el. A QT-szakasz mérése céljabol a diabetes indukciot megeldzéen az altatott
nyulakrél konvencionalis testfelszini EKG-t regisztraltunk, majd a felvételt a diabeteses
periodus végén megismételtiik. Ezt kovetden in vitro koriilmények kozott patch clamp technika
alkalmazaséaval elemeztiik az egyes repolarizalé iondramokban tapasztalhatod eltéréseket. A
testfelszini EKG felvétel alapjan szamitott QTc-intervallumban mérsékelt foku nyulast
tapasztaltunk. A cukorbeteg allatokbol izolalt szivizomsejtekben az Ixs iondram amplitidoja a
kontrollhoz képest jelentdsen, mintegy 40%-kal csokkent, mig az egyéb kalium &aramok
tekintetében nem tapasztaltunk valtozast. A vizsgalatban egyértelmiien reprodukalhat6 volt az
Iks ionaram korabbi kutyakisérletekben mar tapasztalt amplitidocsokkenése. Kisérleteink arra
utaltak, hogy a repolarizacios rezerv kialakitdsdban fontos szerepet jatszo Ixs aram diabetes
mellitusban mindkét speciesben jelentésen (~40%) csokken, igy a rovid idétartamu alloxéan-
diabetes a repolarizacid mérsékelt megnyujtdsa mellett, ezen 4aram csokkentése révén mar
jelentdsen sziikiti a repolarizacids tartalékot, ami fokozott proarrhythmias kockazattal jarhat.

A késdi egyeniranyité kaliumaram lassu komponense (l,.) kontroll és
alloxan-diabeteses nyulakboél 1zolalt kamrai szivizomsejtekben
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Ugyanakkor - kutyakisérleteinkkel ellentétben - a diabeteses nyulakban nem tapasztaltunk
valtozast az li, aram amplitiddjdban, ami az li, csatorna két speciesben tapasztalhatod eltérd
molekularbioldgiai szerkezetével magyarazhato.

Megjelent kozlemény:

Lengyel Cs, Virag L, Kovacs PP, Kristof A, Pacher P, Kocsis E, Koltay MZs, Nanasi PP, T6th
M, Kecskeméti V, Papp JGy, Varré A, Jost N: Role of slow delayed rectifier K*-current in
QT prolongation in the alloxan-induced diabetic rabbit heart. Acta Physiol, 192: 359-368,
2008 (”:2007: 1602)
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A repolarizacios rezerv farmakologiai gyengitésén alapulo acut torsade-modell kifejlesztése

Céelkitizéseinknek megfeleldéen megvizsgaltuk a repolarizadcios rezerv és a
proarrhythmias kockazat 6sszefliggését a short-term QT variabilitas elemzésének segitségével in
vivo koriilmények kozott éber kutydkon és altatott nyulakon. A repolarizacios rezerv acut
gyengitését ezekben a kisérletekben az Ixs blokkold6 HMR 1556 intravénas adagolasaval értiik el.
Az Ixs aram gatlasaval kivaltott repolarizacidés rezerv gyengiilés proarrhythmids szerepének
elemzése szervesen kapcsolodott azokhoz a kisérletes eredményéhez, amelyben igazoltuk, hogy
diabeteses mellitusban az Ixs aram amplitidoja markansan csokken. Gyengitett repolarizacios
rezerv mellett az alkalmazott Ik, blokkolo dofetilid jelentésen ndvelte a QT-variabilitast és a

Az I -blokkold dofetilide és az I-blokkold HMR-1556
hatasa a QT-variabilitasra kutyaban
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proarrhyrthmias események (torsade de pointes kamrai tachycardia) szamat mind éber
kutyakban, mind altatott nyulakban. Hasonlo6 hatést értiink el a vizsgalt szerek forditott sorrendii
alkalmazasaval. A QT-szakasz short-term, beat-to-beat variabilitasanak elemzésekor azt
tapasztaltuk, hogy az k.- és Ixs-blokkold kombinacidja esetén a QT-variabilitas megemelkedett.
Eredményeink megerdsitik azt a feltevést, hogy a repolarizacios rezerv gyengiilése fokozza a
proarrhythmias kockazatot, aminek kivalo markere a QT-variabilitas fokozodasa. Az
alkalmazott kisérletes elrendezés egyben alkalmasnak bizonyult egy olyan acut torsade
modellnek is, amelyben a repolarizacidés rezerv prompt farmakologiai gatlasat kovetOen
tesztelhetové valhat az Ik,-blokkolé hatdssal vagy mellékhatassal rendelkezd gydgyszerek
torsadogen potencialja is.

Megjelent kozlemény:

Lengyel Cs, Varro A, Tabori K, Papp JGy, Baczko 1. Combined pharmacological block of Ik,
and ks increases short-term QT interval variability and provokes torsades de pointes. Brit J
Pharmacol, 151: 941-951, 2007 (IFy007: 3.767)
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A kamrai repolarizacio idébeli instabilitasanak vizsgalata diabetes mellitusban szenved6
cukorbetegekben

A kutatasi program korabbi szakaszaban elvégzett kisérleteink azt igazoltdk, hogy a
repolarizacids rezerv besziikitése noveli a proarrhythmias kockazatot, aminek kivalé markere a
QT-variabilitds fokozodasa. Tekintettel a fentiekre, célkitlizéseinknek megfeleléen meg-
vizsgaltuk, miként valtozik a QT-szakasz rovid tava idébeli variabilitasa 1-es tipusu diabetes
mellitusban szenvedd betegekben. A QT-variabilitds mérését az Experimetria Kft-vel kdzosen
kifejlesztett EKG jelanalizalo rendszer segitségével végeztiik. A cukorbetegek nem kiilonboztek
az anyagcsere-egészséges kontroll csoporttol a QTc-intervallum idétartamaban, a rovid
idétartami beat-to-beat QT-variabilitdis azonban a diabeteses betegekben magasabbnak

A QT-szakasz idébeli, beat-to-beat variabilitasa A QT-szakasz idébeli, beat-to-beat variabilitasa
anyagcsere-egészséges kontrollban 1-es tipusi diabetes mellitusban
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bizonyult a kontroll csoporthoz képest. Az autoném idegrendszeri funkcio szerepét a Ewing-féle
0t hagyomanyos cardiovascularis reflexteszt eredményei alapjan elemztiik. A diabeteses betegek
atlagos autonoém score értéke 1.7+0.3 volt. A QT-variabilitas és a cardiovascularis reflex-tesztek
egyes paraméterei kozott nem talaltunk szignifikans Osszefiiggést. Eredményeink arra utaltak,
hogy hosszu ideje fennallo 1-es tipusu diabetes mellitusban a rovid tdva QT-variabilitds akar
valtozatlan atlagos QT-idOtartam mellett is megemelkedhet, ami mar korai iddszakban jelezheti
a kamrai repolarizacié instabilitasanak fokozodasat. Az eredményekrdl az Eurdpai Diabetes
Tarsasag 2008. évi kongresszusdn szamoltunk be. Az azoéta eltelt idészakban az elemszamot
megkétszereztiik és a vizsgalat in extenso kozlése is folyamatban van.

Megjelent kozlemény:

Lengyel Cs, Orosz A, Takacs R, Varkonyi TT, Baczké I, Wittmann T, Papp JGy, Varro A:
Short-term QT interval variability in patients with long-standing type-1 diabetes mellitus.
Diabetologia, 51 (Suppl 1): S556, 2008 (abstract)

A QT-variabilitas vizsgalata szivelégtelenségben szenvedo6 betegekben

A vizsgalati id6szakban elemeztiik azt is, vajon egyéb, a repolarizacios rezerv
csokkenését okozo betegségben is észlelhet-e a QT-variabilitds novekedése. Allatkisérletekbdl
szarmaz6  szivelektrofizioldégiai adatok  korabban  igazoltdk, hogy experimentalis
szivelégtelenségben a repolarizacids rezerv besziikiil. A kooperacios partnereinkkel kozosen
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folytatott  vizsgalatban 60 szivelégtelenségben (NYHA 1I-1ll) szenved6 dilatativ
cardiomyopathids betegek adatait elemeztiik. 20 beteg secundaer prophylaxis céljabol
implantabilis  cardioverter  defibrillator kezelésben részesiilt. Eredményeink alapjan
megallapitottuk, hogy szivelégtelenségben a QT-szakasz idébeli variabilitdsa — a repolarizacios
instabilitas jeleként — mar valtozatlan QTc-idétartam mellett is jelentésen (atlagosan 90%-kal)

A kamrai repolarizacio valtozasa szivelégtelenségben
szenvedd betegekben
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megndvekedett. A QT-variabilitds fokozodasa ebben a vizsgalatban nemcsak a szivelégtelenség
NYHA stadiuméval, hanem a dokumentalt kamrai tachycardiak fellépésével is Osszefliggést
mutatott. A kamrai tachycardiaval szov0dd estekben (CHF/VT+) a variabilitas-novekedés 146%
volt, mig az att6él mentes esetekben (CHF/VT-) csupan 61%. A human vizsgélatok arra utaltak,
hogy QT-variabilitas elemzése alkalmas lehet a latens repolarizacios zavar és a fokozott kamrai
tachycardia-kockazat kimutatasara (OR: 1.52, 95% CI: 1.12-2.07, p<0.007).

Tervezett kozlemény:

Hinterseer M, Beckmann BM, Thomsen MB, Ulbrich M, Lengyel Cs, Schimpf R, Maier S,
Pfeufer A, Varrd A, Vos MA, Steinbeck G, Kédb S: Electrical remodeling and proarrhythmia in

human heart failure is associated with increased short-term variability of QT intervals. J Am
Coll Cardiol (submitted)



