Beszamolo

Kroénikus kalcium antagonista kezelés hatasa a szivizomra
OTKA nyilvantartasi szam: T 73160

A beszamolo készitésekor els6sorban a project megvalositasa soran mar publikalt
adatainkbol és eredményeinkbdl levonhatd kovetkeztetéseinket részletezem, mintegy
szintetizalva az egyes publikdciok eredményeit. A konkrét adatok megtaldlhatoak a
kozleményekben és a részjelentésekben.

A project célja az volt, hogy megvizsgaljuk, milyen hatdssal van a kalcium
antagonista kronikus adagolasa a szivizom L-tipusu kalcium-csatorndinak molekularis
bioldgiai és elektorfiziologiai sajatsagaira. A ragcsalokon végzett tajékozodd
kisérleteink eredményei arra utaltak, a szivizomsejtek a kalcium homeosztazis
szabalyozasa soran nem csak az egyes ioncsatornakon atfolyod ionaramot regulaljak,
hanem hosszil tdvon a felszini membranban helyet foglalo, miik6dd ioncsatornak
szamat is modositjak.

Immunbiokémiai ill. immunhisztokémiai modszerekkel, voltage-clamp
technikakkal tanulmanyoztuk kalcium antagonista kronikus adagoldsanak hatasait
egészséges kutya kamrai preparatumokon. A kisérleteket kutya szivizomsejteken
végeztilk, mert ezen preparatumok elektrofizioldgiai paraméterei nagymértékben
hasonlitanak a humén szivizoméhoz, szemben a ragcsalok szivizmaval.

1. Munkénk sordn kétféle kalcium antagonistat hasznéltunk, a verapamilt és a
nifedipint. A verapamil allandé vérszintjét, a kezelés soran, a kisérleti allatok
hasiiregébe helyezett ozmotikus pumpa biztositotta, amelybdl egyenletesen és
folyamatosan aramlik ki a szer. A nifedipin adagolasa egyszeriibb, a kisérleti allatokat
napi 1 tbl/nap Adalat GITS 60 retard filmtablettaval kezeltiik 4 héten keresztiil,
amibdl szintén folyamatosan szivodik fel a nifedipin. Ez esetben a serum nifedipin
Megallapitottuk, hogy a nifedipin vérszintje nem valtozott szignnifikdns mértékben a
4 hetes kezelés soran, a kezelés megkezdése utan 1 héttel 30,3 + 5,9 ng/ml-t mértiink,
a 4 hetes kezelés végén a serum nifedipin koncentracidja 37,3 + 9,23 ng/ml volt.

A verpamil a kalciumcsatorndkon kiviil a szivizomsejtek natrium és
kaliumcsatorndinak mikodését 1is befolyasolja. A nifedipin, a verapamilnal
szelektivebb kalcium antagonista, viszont a nifedipin esetében szamolnunk kellett a
szer vascularis hatasaival is. Ennek megfelelden a kisérleti allatok EKG paramétereit
és vérnyomas értékeit folyamatosan ellendriztiik. Megallapitottuk, hogy az
alkalmazott kalcium antagonistak egyike sem okozott szignifikans eltérést a kutyak
EKG paramétereiben. A nifedipin kezelt kutydk esetén mind a systolés, mind a
diastolés nyomasértékek szignifikdns csokkenését tapasztaltuk. Az izolalt
szivizomsejtek kapacitdsanak mérésével megallapitottuk, hogy sem a verapamil sem
pedig a nifedipin kezelés nem valtoztatta meg szignifikansan a szivizomsejtek
méretét.

2. A kalciuméaram mérése soran megallapitottuk, hogy a nifedipin kezelést kdvetden
(4 hét) a kalciumaram (Ica) amplitiddja a bal kamra mindharom rétegében
szignifikdnsan nagyobbnak bizonyult, atlagosan 48 =+ 13%-kal, a kontroll
allatokéhoz képest. A kronikus kalcium antagonista kezelés a pozitivabb
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membranpotencidlok  irdnydba mozditotta a kalciumdram steady-state
inaktivacidjanak fesziiltségfliggését a szivizom mindharom rétegében.
Ugyanakkor, az 6sszegytijtott szovetmintakbol meghatarozva a kalcium csatorna
alfa alegységének (Ca,1.2) mennyiségét azt tapasztaltuk, hogy az optikai denzitas
értékek szignifikansan kisebbek voltak a kronikusan kalcium antagonistaval kezelt
kutydk epi- és endo-cardialis rétegeiben, mint a kezeletlen kutydkbol szarmazo
mintdkban. A midmyocardiumbdl szarmazé mintak esetében viszont nem
tapasztaltunk szignifikans eltérést a normalizalt optikai denzitds értékekben a
kezelt és kezeletlen csoportok kozott. Az immunfluorescens vizsgalatokkal is
hasonlé eredményre jutottunk, nevezetesen, az L-tipusi kalciumcsatorna elleni
antitesttel torténd jelolés utan, a nifedipin kezelt allatok szivizomsejtjeinek felszini
membranjadban kisebb mértékii fluorescencia intenzitast detektaltunk, mint a
kezeletlen allatokban.

2. A tapasztalt lc,. novekedés alapjan azt vartuk, hogy néni fog az az akcios
potencidlok idétartama ugyanugy, mint ahogyan azt a BAY K 8644 kezelést
kovetden tapasztaltuk. Ezzel szemben, az akcidés potencial paramétereinek
analizise alapjan megallapitottuk, hogy az Ic,. amplitidd novekedés ellenére, a
kronikus nifedipin kezelés nem véltoztatta meg szignifikdns mértékben sem a
kutya szivizomsejtek akcids potencialjanak az id6tartamat (APDso és APDgo) sem
pedig ezen paraméterek diasztolés intervallum fliggését.

A BAY K 8644 kezelt kutya kamrai preparatumokon azt tapasztaltuk, hogy az
APD novelése kifejezettebb volt az alacsonyabb ingerlési frekvencidkon. A BAY
K 8644-en kiviil teszteltiink tovabbi akcids potencial idotartamot noveld és
csokkenté molekulat is (Veratrin, BaCl,, dofetilid) és megéllapitottuk, hogy
valamennyi molekula hatasa forditottan aranyos az ingerlé impulzusok
frekvencidjaval. Megallapitottuk tovabba azt is, hogy az APD iddtartaméanak
valtozasa annal nagyobb mértékii, minél hosszabb a kiinduldsi APD érték. Ebbdl
arra kovetkeztettiink, hogy a kiilonb6z6é molekuldk esetén megfigyelt forditott
frekvenciafiiggd hatas a sejtmembran intrinsic sajatsaga.

Az akcios potencidl mérések alapjan feltételeztiik, hogy a kalciuméaram
novekedés nyujtdé hatdsat, a szivizom repolarizacidjaban résztvevd ionaramok
kompenzalhatjadk. Ennek bizonyitdsdra megvizsgaltuk a kronikus kalcium
antagonista kezelés hatdsat kaliumaramokra is. Megallapitottuk, hogy 4 hét
nifedipin kezelés nem valtoztatta meg szignifikansan a kaliumaramok (Iio, Ik, Ik1)
amplitadojat és kinetikai paramétereit.

A kontroll szivizomsejtekre jellemzd, hogy a beta-adrenerg agonista kezelés
hatasara megné mind az L-tipusu kalciumaram mind a késéi kaliumaram lasst
komponensének (lxs) az amplitaddja. Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy, a nem-
specifikus beta-adrenerg agonista izoproterenol, szignifikdnsan noveli a késdi
kaliumaram gyors komponensének (Ik;) az amplitaddjat is kutya szivizmon. Az
izoproterenol Ik, és Ixs noveld hatasa kivédheté volt szelektiv [y receptor
blokkolo, vagy PKA inhibitorok alkalmazasaval. Az EPAC utvonal gatlasa, vagy a
PKC inhibitorok alkalmazisa  (chelerythrin, bisindolylmaleimid I) viszont
hatastalannak bizonyultak. Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy
a beta-adrenerg stimulacio elsésorban a PKA jelatviteli utvonalon keresztiil
befolyasolja a vizsgalt ioncsatornakat. A kronikus kalcium antagonista kezelést
kovetden viszont az izoproterenol nem tudta tovabb ndvelni az I, -t



3. Az akcids potencial paramétereinek mérésével parhuzamosan, fluorescens festékek
alkalmazasaval mértiik az intracelluldris kalcium koncentracié valtozasait is. Bar
az intracellularis  kalciumtranziensek  amplitddoja  véltozatlan  maradt,
szignifikdnsan csokkent a nyugalmi fluoreszcencia mértéke, ami csokkent
nyugalmi kalcium szintre utal. A kalcium eltavolitd6 mechanizmusok aktivitasanak
jellemzéséhez a kalcium tranziensek leszallo szardt monoexponencialis
fliggvénnyel illesztettiik. Megallapitottuk, hogy a kalcium-tranziensek relaxacioja
szignifikdnsan gyorsult a nifedipin kezelés hatdsara, ugyanakkor, a kronikus
kalcium antagonista kezelés nem valtoztatta meg a szivizomsejtek kontraktilis
filamentumainak kalcium érzékenységét.

A kalcium homeosztazis tovabbi fontos szerepldje a Na*/Ca**
cseremechanizmus (NCX). Az NCX aram inward és outward komponensét, mint
nikkel szenzitiv aramot detektaltuk. Eredményeink azt mutatjak, hogy a nifedipin
kezelés az NCX outward komponensét jelentdsen nem valtoztatta meg, ezzel
szemben az aram inward komponensében szignifikans valtozas kovetkezett be, a
denzitas -0,39 + 0,20 pA/pF-rol -0,70 + 0,31 pA/pF-ra valtozott. Ezen utdbbi
mechanizmus magyardzatot adhat a kalciumtranziensek relaxacidjanak
gyorsulasara

Eredményeink fontosak lehetnek azokban az esetekben, amikor a hosszan tartd IV-es
tipusu antiaritmias kezelésben részesilok terapiaja modositasara szorul, mivel a
kalcium-csatorna antagonista elhagyasaval a hirtelen megnovekedé kalciumaram-
denzitas, illetve kalciumion-koncentracio aritmiat valthat ki.

A kronikus kalcium antagonista kezelés nemcsak a szivizom, hanem az ér simaizom
sejtekre is hat. Ezt tdmasztja ald az a megfigyelésiink, hogy a kezelt allatok szisztolés
¢és diasztolés vérnyomas értékei folyamatosan csokkennek négyhetes kezelés soran.
Bér a jelenlegi OTKA projekt hivatalosan lezarult, de a kisérleteket tovabb folytatjuk,
a projekt soran felvetddott Ujabb kérdések tisztdzasara, valamint a kisérleteket
szeretnénk kiterjeszteni az ér simaizomsejtek iranyaba is.



