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MIKROELEKTROFIZIOLOGIAT HATASANAK
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SZIVPREPARATUMOKON

PAROCZAI MARGIT, KARPATI EGON és KELEMEN KAROLY
az orvostudomdnyok doktora

Kozlésre érkezett: 1982. VI. 15.

RGH-2957 egy heterobiciklusos vegyiilet (3-metil, 7-etil 9«, 4’-(Cl-
benzoiloxi)-3,7-diazabiciclo [3.3.1.] nonan dihidroklorid), mely a farmakolégiai
vizsgalatok soran hatékony antiaritmiis vegyiiletnek bizonyult. Korabban
megallapitottuk, hogy helyi érzéstelenitd és Ca?"-antagonista tulajdonsagok-
kal rendelkezik (Pardczai és misai, kozlés alatt). Hatasmechanizmusanak
pontosabb megismerése céljabol megvizsgaltuk az RGH-2957 kiil6nb6z6 sziv-
preparatumok transzmembran potencialjara gyakorolt hatéasat.

Modszerek

1. Kisérletek tengeri malac szivprepardtumokon

300—400 g sidlyi tengeri malacok szivét 34 °C-os, karbogénnel atara-
moltatott Locke-oldatba helyeztiik. A Locke-oldat Gsszetétele: 125 mM NaCl,
5,6 mM KCI, 2,16 mM CaCl,, 25 mM NaHCO,, 11 mM glukéz. A bal pitvart
vagy a jobb kamra egyik papillaris izmat a sziv tobbi részétél elkilonitettiik,
és egy 3 ml térfogati szervedénybe tettik endocardialis felszinével felfelé.
1 Hz frekvenciajd, 0,5 msec id6tartamu, kétszeres kiiszobfesziiltségli impulzu-
sokkal bipolaris platina elektrédon keresztiil ingereltik a prepardtumot
a transzmembran potencidlokat 3 M KCl-dal toltott kapillaris mikroelektré-
dokkal regisztraltuk oszcilloszkép képernyén. Az akeiés potencial felszallé
szaranak differencial hanyadosat (dV/dt), azaz a maximalis depolarizaciés
sebességet (V,,,) elektronikus tdton képeztiik és az oszcilloszkép masik sugaran
regisztraltuk. Az egyensilyi allapot beallisa utan a vegyiiletet névekvd
koncentraciéban tartalmazé Locke-oldattal inkubéltuk a preparatumot, és
30 perc mulva regisztraltuk az egyes paramétereket.

2. Kisérletek spontdn miikodé sinus-csomon

1,5—2,0 kg-os nyulak jobb fiileséjét Locke-oldatba tettiik, a sinus-
csomé6t még éppen tartalmazé, kb. 10 mm hosszi és 3 mm széles szovetmintat
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izolaltuk, és endocardialis felszinével felfelé a szervedényben rogzitettiink.
Konvencionalis mikroelektrédtechnikaval regisztraltuk a pacemaker tipusi
akciés potencialokat.

3. Kisérletek K™ -depolarizdlt papillaris izmon

Tengeri malac papillaris izmot az el§zdek szerint izolaltunk, normal
Locke-oldatban 1 Hz frekvencidvalingereltiik. Az egyensilyi allapot beallasa
utan 25 mM K¥-tartalmi Locke-oldatba helyeztiik, az ingerld frekvenciat
0,3 Hz-re csokkentettiik, az ingerfesziiltséget a kiiszobpotencial tizszeresére
noveltik. Az elektromos aktivitas megsziinése utan 10 ~®M izoprenalin hozza-
adasaval valtottuk ki a ,,]Jassi Ca®>" -akeiés potencialokat”. 2,3 x10~°M RGH-
2957 hatésat 15 és 30 perces inkubalas utan vizsgaltuk. A szignifikancia vizs-
galatokat kétmintéas ,,t”’-teszttel végeztiik.

1. tablazat

RGH-2957 hatdsa tengeri malac bal pitvar elektrofiziolégiai paramétereire

‘ APD (ms)
AP(mV) | RP(mV) | OS(mV) Viax™/®
APD,, ‘ APDy, APD,,
Kontroll x 99,0 78,5 20,5 1 23,7 43,6 64,2 141,8
n=39 +S.E. 1,25 0,74 1,22 1 2,5 3,14 3,66 5,00
| | |
2,3 umol/1 X 90,8 75,4 15,4 26,9 48,9 73,7 | 103,6
RGH-2957 +S.E. 2,06 0,62 2,08 1,73 2,88 4,38 5,96
n=28 % 91,7 96.0 75,4 s | 1122 '114,8 73,0
+S.E 2,08 0,80 10,16 7,31 6,60 6,83 4,20
P 0,001 0,005 0,05 n.82. n.sz. n.sz. 0,001
11,6 umél/l % 93,0 78,2 14,8 30,3 51,2 81,7 63,9
RGH-2957 +S.E. 1,82 0,77 1,73 1,66 2,65 3.53 4,07
n=32 % 93,9 99,6 72,5 127,8 117,6 127,2 45,1
+S.E 1,84 0,98 8,43 7,02 6,06 5,50 2,86
P 0,01 n.sz. 0,01 0,025 n.sz. 0,005 0,001
23,3 umol/1 X 85,8 76,6 9,2 30,0 | 49,2 82,8 34,2
RGH-2957 +S.E. 1,73 0,62 1,68 1,09 | 1,98 2,82 1,93
n=43 % 86,6 97,5 45,0 126,5 112,9 128,9 24,1
+S.E 1,75 0,79 8,18 6,91 4,53 4,39 1,36
p 0,001 n.sz. 0,001 0,01 n.sz. 0,001 0,001
AP = az akeiés potencidl amplitidé APD,, = akciés potencidl id8tartama 209;-0s
repolarizdcibig
RP = nyugalmi potencial APD;, = akciés potencidl idgtartama 50%-o0s
repolarizacibig
0S = forditott potencial APD,, = akciés potencidl id6tartama 90%-o0s
Vmax = maximadlis depolarizdciés sebesség repolarizacidig
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Eredmények

1. RGH-2957 hatasa tengeri malac prepardatumokon

Az 1. tablazat mutatja az RGH-2957 kiil6nb6z6 koncentracidinak hatasat
tengeri malac bal pitvaranak akciés potenciil paramétereire. Mint lathatdé,
a vegyilet elsGdleges hatdsa a maximélis depolarizaciés sebesség, valamint
a forditott potencial értékének koncentracio-fiiggd csokkentése. Az akcids
potencial amplitidéjanak redukciéja ez utobbi hatasra vezethet§ vissza,
mivel a nyugalmi potencial értéke nem valtozik szignifikdns mértékben. Az
akcids potencial idGtartamat csak nagyobb koncentracickban prolongalja az
RGH-2957, azonban nem talaltunk egyértelmi dézishatas Osszefiiggést.

A 2. tablazatban foglaltuk 6ssze az RGH-2957 malac papillaris izom
akciés potencialjara kifejtett hatasat. Kvalitative hasonlé eredményeket kap-
tunk, mint bal pitvaron, azonban a maximalis depolarizaciés sebességet és a
forditott potencialt nagyobb mértékben csokkentette az RGH-2957 papillaris
izmon. Az RGH-2957 papillaris izmon alacsony koncentraciéban csakarepolari-
zéci6 kezdeti szakaszat lassitja (APD,), mig nagyobb koncentraciékban a ter-
minalis repolarizicié idétartamat is megnovelte.

2. tablazat

RGH-2957 hatdsa tengeri malac papilliris izom elektrofigiolégiai paramétereire

APD (ms)
AP (mV) | RP(mV) | 0S(mV) | Vinax(¥/®)
APD,, ‘ APD,, APD,,
Kontroll x 112,7 79,9 32,7 89,3 197,1 224,3 194,7
n=238 +S.E. 0,81 0,73 0,64 5,11 5,82 6,36 3,57
B \
2,3 pmél/l X | 102,8 79,3 23,3 113,3 208,4 238,2 100,9
RGH-2957 +S.E. 1,70 0,54 1,48 7,16 4,70 4,50 2,82
n=38 9% 91,3 99,2 71,0 126,8 105,7 106,2 51.8
S.E 1,53 0,68 4,51 7,38 2,40 2,01 1,45
P 0,001 n.sz. 0,001 0,01 n.8z. n.sz. 0,001
|
11,6 pmél/l % 94,4 71,9 16,7 126,9 186,6 222,9 54,4
RGH-2957 +S.E. 1,70 0,63 1,72 5,46 8,00 6,66 2,14
n=35 95 83.8 97,4 50,5 142,1 94,6 99,3 27,9
+S.E. 2,26 0,74 5,26 5,14 3.17 3,74 5,76
P 0,001 0,05 0,001 0,001 n.sz. .82, 0,001
23,3 pmdl/l x 86,3 77,0 9,4 105,5 164.,9 191,7 37,2
RGH-2957 +S.E. 2:15 0,72 1,88 3,97 5,91 6,30 2.27
n=32 % 76,6 96,3 28,8 118,0 83,6 85,5 19,1
+S.E. 1,89 0,79 5,76 4,45 2,81 2,81 1,17
P 0,001 0,01 0,001 0,025 0,001 0,001 0,001
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2. RGH-2957 hatdsa a sinus-csomé aktivitasdra

Nyl jobb fiilcse sinus-csoméjanak pacemaker tipusid akciés potencial-
jat kis amplitddé, alacsony maximalis diasztolés potencial és lassi diasztolés

depolarizacié jellemzi. A 3. tablazat mutatja 2,3 x10~M RGH-2957 hatasat,

3. tablazat

RGH-2957 hatdsa nyil sinus-csomé elektrofiziologiai paramétereire
(N = 6 kisérlet)

AP MDP TP SDD Td CL
(mV) (mV) (mV) (mV/s) (ms) (ms)
Kontroll x 51,0 —55,5 — 46,8 33,0 140,7 450,0
+S.E. 2,94 2,63 2,50 5,63 17,60 46,98
2,3 pmol/l X 49,6 —53,6 —47,3 20,0 213,1 555,6
RGH-2957 +S.E. 2,73 2,13 1,98 2,95 18,45 46,76
% 97,2 96,6 101,1 60,6 151,5 1235
+S.E. 5,00 4,21 4,28 7,43 13,53 8,67
P n.sz. n.sz. n.sz7. 0,05 0,025 0,05
AP = akcids potencial amplitidé
MDP = maximadlis diasztolés potencial
TP = kiiszobpotencidl
SDD = lasst diasztolés depolarizici6
Td = akeciés potencidl idGtartama
CL = ciklus hossz

a sinus eredetii akciés potencidlokra. Mint lathaté, a vegyiilet megnoveli az
akciés potencial idGtartamat és csokkenti a lassd diasztolés depolarizaciot,
ami a spontan sinus-frekvencia csokkenéséhez vezet.

Nem befolyasolja szignifikdns mértékben a kiiszobpotencial és a maxi-
malis diasztolés potencial értékét, igy a lassi diasztolés depolarizacié csokke-
nése azzal magyarazhaté, hogy hosszabb id8 sziikséges a kiiszob potencial
eléréséhez.

3. RGH-2957 hatisa K" -depolarizalt papillaris izmon

25 mM K*-tartalmi Locke-oldatban a sejtek —52,6+1,40 mV-ra de-
polarizalédnak, és elektromos aktivitas még tizszeres kiiszobfesziiltségii im-
pulzusokkal sem valthaté ki. 10 M izoprenalin hatasara alacsony depolariza-
ciés sebességli (Vyax), nagy forditott potenciallal rendelkezs ,,Ca®" -akcids
potencialok™ keletkeznek. A 4. tdblazatban tiintettitk fel a 2,3 xX10~°M
RGH-2957 ,,lasst akeiés potencialokra’™ kifejtett hatasait. Az eredmények
azt mutatjak, hogy a vegyiilettel valé 15 perces inkubalas hatéasara ezen akcids
potencialok amplitidéja, forditott potencialja és depolarizacios sebessége
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4. tablazat

RGH-2957 hatdsa a lassi ,,Ca?*t-akciés potencidlokra tengeri malac papilldris izmon
(N = 6 kisérlet)

AP RP 0s APD,, | APD,, APD,, Vs
(mV) (mV) (mV) (ms) (ms) (ms) (VIs)
Kontroll x 112,7 —179,9 32,7 89,3 197,1 224,3 194,7
n=38 +S.E. 0,81 0,73 0,64 5,11 5,82 6,36 3,57
n=10
25 mmgdl/l X —52,6
K+- +S.E. — 1,4 — — — — -
Locke n=18 ‘
i
25 mmél/l K+ X 72,8 —46,9 25,9 85,0 132.5 156,4 | 13,2
+ 1 pumél/1 +S.E. 1,45 1,84 2,00 5,19 8,70 7,86 | 0,58
izoprenalin n=10 ‘
e i |
25 mmdl/l K+ X 68,2 —52,2 16,0 | 106,5 148.,5 175,0 8,0
+1 pmdl/lizo-
prenalin +S.E. 2,05 3,19 3,24 4,41 7,19 7,03 0,73
+2,3 umél/1 n=1
RGH-2957 15 perc
25 mmél/1 K+ X —54,0
+1 pmél/l izo-
prenalin +S.E. - 1,23 — - — — —
+2,3 pmdl/1 n=10
RGH-2957 30 perc
25 mmol/1 K+ X 68,4 —48,0 22,4 93,0 155,5 171,0 9,0
+2,3 umol/l +S.E. 1,78 1,63 2,02 5,59 12,07 13,81 0,86
+5 umol/l izo- n=10
prenalin

csokken, majd 30 percnyi inkubélas utin az RGH-2957 teljesen megsziintet -
az akciés potencialokat. Ilyen korilmények kozott az izoprenalin koncentra-
ci6janak novelésével (5x1076M) az elektromos aktivitds ismét kivalthaté.

Megbeszélés

Néhany évvel ezel6tt allapitottak meg, hogy a szivizomsejtekben 2 fajta
depolarizalé ionaram kiilonboztethetd meg; a Na'-ionok altal medialt gyors
depolarizalé aram, melyet a kinidin és mas, 1. osztalyba sorolt antiaritmias
szerek gatolnak (Vaughan Williams 1970), és a fgleg Ca®>"-ion vandorlasnak
tulajdonitott lassi depolarizalé6 aram, melyre a Ca’"-antagonista vegyiiletek
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(4. osztaly) fejtettek ki inhibitor hatast (Singh és Vaughan Williams 1972).
Eredményeink azt mutatjdk, hogy az RGH-2957 2,3 x1076—2,3 x107°M
koncentracié intervallumban koncentraci6tél fiiggd mértékben csokkenti az
akciés potencial amplitidé, a forditott potencial és a maximalis depolarizaciés
sebesség nagysagat, elektromosan ingerelt bal pitvaron és papillaris izmon,
hasonléan a helyi érzéstelenitd tulajdonsaggal rendelkezd antiaritmias vegyii-
letekhez. Weidmann (1955) kimutatta, hogy a local-anesztetikumok hatasa
az akcids potenciél gyors depolariziciéjaért felelos Na™ -ionok bedramlasanak
gatlasara vezethetd vissza.

Korabbi kisérleteink szerint az RGH-2957 a lidocainhoz hasonlé mértéki
helyi érzéstelenité hatassal rendelkezik béka idegen. Vegyiiletinket haté-
konyabbnak talaltuk a V. csokkentésében papillaris izmon, mint bal pitva-
ron. Ezzel 6sszhangban 4ll az a tény is, hogy a vezetési id6t — mely szintén
a helyi érzéstelenits tulajdonsiag mértékeként tekinthetd szivizmon (Szekeres
és Papp 1971) — nagyobb mértékben prolongalta kamrai preparditumon, mint
bal pitvaron. Valésziniileg a vegyiilet membran depressziv hatasival magyaraz-
haté, hogy az RGH-2957 megnévelte az akciés potencial idGtartamat bal pit-
varon, illet8leg a repolarizacié kezdeti szakaszat papillaris izmon.

Az akeciés potencial forditott potencialja kapcsolatban all a lassi ,,Ca%"-
csatornak’ aktivitasaval (Kelemen 1981). Mivel az RGH-2957 dézisfiggden
csokkentette a forditott potencial értéket, érdemesnek tartottuk megvizsgalni,
hogyan hat vegyiiletiink a lassi ,,Ca®>"-akecids potencidlokra”. Az irodalmi
adatoknak megfelelden 25 mM K7*-mal depolarizalt preparatumon — ahol
a gyors Na™ -csatornak blokkoltak — izoprenalin helyreallitja az ingerlékeny-
séget ,,lassi vélasz” formajaban. A katekolaminok ezen hatasat azzal magya-
razzak, hogy megnéovelik a rendelkezésre allé6 lassi Ca®"-csatornak szamat
a szivizomsejt membranban (Pappano 1970, Shigenobu és Sperelakis 1972).

Az RGH-2957 alacsony koncentraciéban (2,3 x10-5M) gatolja a lassi
Ca®"-akei6s potencidlokat, jelezve, hogy a vegyiilet befolyasolja a depolari-
z4cié lassi mechanizmusat is. Alatamasztja ezt a megfigyelést az a tény is,
hogy az RGH-2957 a Verapamilhoz hasonlé Ca’"-antagonista tulajdonsaggal
rendelkezik (Pardczat és mtsai, kozlés alatt).

A sinus-csomé pacemaker tipusi akciés potencialjaban szerepet tulaj-
donitanak a ,lassi csatornidkon keresztiil” végbemend Na'- és Ca?"-ionok
altal medialt depolarizalé aramoknak (Lenfant és mtsai 1972), illetve a repola-
rizacié soran fellépd késdi kifelé iranyulé K*-ionok dltal medialt aramoknak.
A sinus akciés potencial depolarizaciés sebességének csokkenése — melyet
az RGH-2957 jelenlétében megfigyeltiink — tovabbi bizonyiték arra, hogy
vegyiiletiink befolyasolja a lassi csatornakon keresztiil torténd ionaramlaso-
kat. Az RGH-2957 sinus eredetii akciés potencialokra kifejtett hatdsa hasonlé
a Verapamillal pacemaker tipusi sejteken végzett kisérletek eredményeihez
(Wit és Cranefield 1974). Masrészt, a sinus akcidés potencial idGtartamaénak
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prolongalasa, és a lassi diasztolés depolarizacié csokkentése arra utal, hogy az
RGH-2957 hatéssal lehet a repolarizaciéért felelgs iondramokra is. Ez utébbi
mechanizmussal magyarazzak a propranolol (Goupil és Lenfant 1976) és a
droperidol (Dorticos és Garcia-Barreto 1979) hatasat is.

Osszegezve: az eredmények azt mutatjik, hogy az RGH-2957 mind
a gyors, mind a lassd depolarizécié mechanizmusat befolyasolja és antiarit-
mids aktivitasa e hatdsokra vezethetd vissza.

Osszefoglalds

Kimutattuk, hogy az antiaritmias hatdsi RGH-2957 (2,3 x10-6—
2,3 x107°M) koncentraciétél fiiggden csokkenti a transzmembréan akeids poten-
cial maximalis depolarizaciés sebességét izolalt tengeri malac sziv elektromosan
ingerelt bal pitvarin és papillaris izman, mely utébbin hatasa kifejezettebb.
Nem befolyasolja a nyugalmi potencial értékét és csak a repolarizacié kezdeti
szakaszat prolongalja mindkét preparatumon szignifikdns mértékben.

25 mM K -mal depolarizalt papillaris izmon az izoprenalinnal kivaltott.
,,Ca’"-akeiés potencidlokat’™ 2,3 Xx107°M koncentracioban az RGH-2957
elGszor gatolja, majd teljesen megsziinteti.

A sinus-csomé akceiés potencidljanak idGtartamat az RGH-2957 meg-
nyijtja, ugyanitt a lassi diasztolés depolarizacié sebességét csokkenti, mely
a spontan frekvencia csokkenéséhez vezet.
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