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EKSPERMENTINIAI TYRIMAI

I slopiklis 2-[(4-metilfenil)sufonilkarbamido]-1-(4-nitrobenzil)

KACh

piridinio bromidas (2-AP27) yra muskarino M, receptoriy
antagonistas
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RaktaZodZiai: miokardo lgstelés, karbacholis, adenozinas, sulfonilkarbamidinis 2-amino-

piridino darinys 2-AP27, L-tipo Ca** srové.

Santrauka. Aminopiridinai yra Zinomi acetilcholino aktyvintos kalio srovés (1 ,.,) slopikliai.

Tyréme, ar 2-aminopiridino sulfonilkarbamidinio darinio 2-AP27 anticholinerginis poveikis
varlés miokardo lgsteliy izoprenalinu stimulivotai L-tipo Ca** srovei yra sqlygotas Sio junginio
savybe blokuoti muskarino M, receptorius.

Izolivoty miokardo lgsteliy L-tipo Ca®* srove (I, registravome fiksuotos jtampos metodu.
B,-B, — adrenoreceptoriy agonistas izoprenalinas (0,1 uM) padidino miokardo lgsteliy I, iki
475+61 proc. (n=4) (p<0,05) palyginus su kontrole. M, muskarino receptoriy agonistas
karbacholis (0,01 uM) sumazino jq iki 42+15 proc. palyginus su I, , dydziu veikiant izoprenalinui.
2-aminopiridino darinys 2-AP27 (100 uM) Siomis sqlygomis padidino 1., iki 95+5,8 proc., t. y.
visiskai panaikino slopinamaqji karbacholio poveiki. Kitoje eksperimenty serijoje A -adenozino
receptoriy agonistas adenozinas (1 UM) izoprenalinu stimuliuotq 1, sumazino iki 56+10 proc.
(n=3) (p<0,05). Veikiant 2-AP27 (100 uM) junginiui, adenozino sumazinta I, isliko beveik
nvepakitusi ir buvo 51£7,9 proc. (n=3) (p<0,05) palyginus su I, dydziu veikiant izoprenalinui.
Sie rezultatai rodo, kad 2-aminopiridino darinys 2-AP27, kurio amino grupé pakeista
4-toluolsulfonilkarbamido fragmentu, ir piridino azotas, kvaternizuotas 4-nitrobenzilo bromidu,

yra muskarino M, receptoriy antagonistas.

Ivadas

Eksperimentiniai ir klinikiniai tyrimai rodo, kad,
stimuliuojant miokardo lasteliy muskarino M, recep-
torius, ar padidéjus parasimpatinés nervy sistemos
aktyvumui, didéja iSeinanti i8 lasteliy K* srove (I, )
per aktyvuotus K, . kanalus, o tai sukelia miokardo
lasteliy veikimo potencialy (VP) trukmés sumazéjima,
refrakterinio laikotarpio sutrumpéjima bei priesirdziy
fibriliacija ir tachiaritmijas (1-3). Daugeli mety Sir-
dies ritmui reguliuoti vartojami III klasés antiaritmi-
kai d,/-sotalolas, amiodaronas, 2- ar 4-aminopiridinai,
kurie slopina jtampa valdomy kalio kanaly srove, taip
pat pasizymi anticholinerginémis, t. y. K,  kanalus
blokuojamosiomis savybémis (4, 5). Taciau Sie vaistai,
ilgindami VP trukmg, repoliarizacijos fazg bei QT
intervala ir 1étindami laiduma, gali sukelti reentry tipo
aritmijas ir polimorfing skilveliy tachikardija (pranc.
torsades de pointes) (6, 7). Be to, dél neselektyviai

blokuojamy jvairiy tipy K* kanaly jie gali sukelti daug
kity nepageidaujamy reakcijy (8, 9). leskodami veiks-
mingy ir selektyviy preparaty, reguliuojanciy jony
kanaly, lemian¢iy miokardo lasteliy veikimo poten-
cialy repoliarizacija bei trukmeg ir refrakterinj laiko-
tarpi, KMU Kardiologijos instituto mokslininkai su-
sintetino naujus 2-aminopiridino darinius, prijungg
4-toluolsulfonilkarbamido fragmenta prie piridino
ziedo (junginys 2-AP21) ir papildomai kvaternizave
piridino ziedo azota metilo jodidu (2-AP22 junginys),
alilo bromidu (2-AP26) arba 4-nitrobenzilo bromidu
(2-AP27 junginys).

Anksciau musy atlikti eksperimentiniai Siy jun-
giniy poveikio tyrimai jiiry kiaulytés priesirdziy VP-u
trukmei ir susitraukimo jégai aktyvinty muskarino M,
receptoriy ir K, ~kanaly salygomis parode, kad Sie
junginiai pasizymi anticholinerginémis savybémis,
t. y. didina Siy receptoriy agonisto karbacholio suma-
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zintg priesirdziy VP-y trukmg ir susitraukimo jéga
(10). Efektyviausiu anticholinerginiu poveikiu pasi-
zymejo 2-AP27 junginys, t. y. 2-AP darinys su 4-to-
luolsulfonilkarbamido fragmentu, kuriame piridino
ziedo azotas kvaternizuotas 4-nitrobenzilo bromidu.
Taciau tiksli §io junginio veikimo vieta nezinoma.
Muskarino M, receptoriy stimuliavimas Siy recep-
toriy agonistais karbacholiu ar i§ pogangliniy skaiduly
i8siskyrusiu acetilcholinu, padidéjus parasimpatinés
nervy sistemos tonusui ar dirginant klajokli nerva,
aktyvina G, baltymus ir ju valdomus K, , kanalus.
Dél to padid¢ja K™ srove per Siuos kanalus (I, ., ) bei
sumazeja veikimo potencialy trukme (1, 2, 5, 11).
Taigi, sulfonilkarbamidinis 2-aminopiridino darinys
2-AP27 gal€jo arba tiesiogiai blokuoti muskarino M,
receptorius, arba K, , kanalus, arba slopinti kokliuSo
(pertussis) toksinui jautry G, baltymo aktyvuma.
Zinoma, kad, perduodamas signala per G, balty-
mus, karbacholis ar acetilcholinas slopina adenililcik-
lazés aktyvuma, todél mazéja cAMP gamyba, L-tipo
Ca?" kanaly fosforilinimas ir Ca®" jony srové per §iuos
kanalus (I, ) bei nuo jos priklausoma susitraukimo
jéga (2, 12). Todél vienas i§ biidy nustatyti 2-AP27
junginio veikimo vieta yra izoliuoty miokardo lasteliu
izoprenalinu aktyvintos L-tipo Ca?* srovés matavimas,
veikiant muskarino M, ir kito tipo su G, baltymais
susijusiy receptoriy (pvz., adenozino receptoriy A)
agonistams bei tiriamajai 2-AP27 medziagai. Todél
tyréme 2-AP27 junginio jtaka varlés miokardo lasteliu
izoprenalinu stimuliuotai L-tipo Ca*" srovei, ja
slopindami karbacholiu per M, receptorius arba
adenozinu — per adenozino A, receptorius.

Tyrimo medZiaga ir metodai

Varlés Sirdies lgsteliy izoliavimas

Vienetiniai varlés (Rana temporaria) Sirdies kar-
diomiocitai i§skiriami fermentinio izoliavimo metodu.
Varlés Sirdis izoliuojama pries tai specialia adata suar-
dzius jos stuburo ir galvos smegenis. Petri leksteléje,
pripildytoje atSaldytu ir deguonimi isotintu izoliuoja-
muoju tirpalu (mM) —NaCl 113, KCl1 2,5, CaCl, 0,08,
MgCl, 1,8, NaHCO, 5, NaH,PO, 0,5, Na kreatinfos-
fatas 5, D-gliukoze 5, Na piruvatas 5, HEPES 15 (pH
sureguliuotas 1 M NaOH tirpalu iki 7,4), Sirdis per
aorta prijungiama prie Langendorfo perfuzinés siste-
mos ir 10—15 min. retrogradiskai perfuzuojama 30°C
temperattros bekalciniu izoliuojamuoju tirpalu su jau-
¢io kraujo serumo albuminu (JSA) (1 mg/ml) ir 20
UM EGTA (perfuzijos greitis — apie 4 ml/min.). Po to
Sirdis perfuzuojama (10 min.) izoliuojamuoju tirpalu
su jungiamaji audinj ardanciais fermentais: ko-
lagenaze (Yacult S; 500 U/mg aktyvumo) ir tripsinu
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(tipas XIII, Sigma). Visg izoliavimo laika Sirdis lai-
koma termostatuojamoje kameroje (30°C tempera-
tiroje). Po perfuzijos fermentais Sirdis praplaunama
izoliuojamuoju tirpalu (25 ml) su JSA (1 mg/ml) ir
perkeliama i§ Langendorfo perfuzinés sistemos i
indelj su izoliuojamuoju tirpalu, kuriame, $velniai
purtant, iSskiriami vienetiniai kardiomiocitai.

Ca’" srovés per L-tipo Ca** kanalus registravimas

Izoliuoty varlés kardiomiocity L-tipo Ca*" srové
(I, ) registruojama fiksuotos itampos metodu (angl.
patch-clamp), perkeélus lasteles i iSorinj fiziologini
tirpala (mM): NaCl 107, MgCl, 1,8, CaCl, 1,8, CsCl
20, NaHCO, 4, NaH,PO, 0,8, D-gliukoze 5, natrio
piruvatas 5, Hepes 10. Tirpalo pH — 7,4 nustatomas
tirpalg titruojant NaOH (1 M). Lastele prisiurbian-
¢ios mikropipetés uzpildomos vidiniu tirpalu (mM):
CsCl 120, MgCl, 4, CaCl, 0,062, EGTA 5, Na krea-
tinfosfatas 5, Na, ATF 3, Na,GTP 0,42, Hepes 10.
Tirpalo pH 7,3 nustatomas tirpalg titruojant CsOH
(I M). Registruojant lastelés I ., visos K* jony sroves
nuslopinamos tiek iSoriniame, tiek vidiniame tirpa-
luose K™ jonus pakeiciant Cs* jonais. Na™ kanaly blo-
kavimui varlés kardiomiocituose i iSorini fiziologini
tirpala dedama 3 UM Siy kanaly blokatoriaus tetro-
dotoksino (TTX). Tirdami 2-aminopiridino darinio
2-AP27 poveiki karbacholio (0,01 uM) sumazintai
I...» naudojome 100 UM jo koncentracija, t. y. kon-
centracija, kuri 50 proc. padidina karbacholio suma-
zinta miokardo veikimo potencialy trukmg (EC,),
nustatyta sulfonilkarbamidiniy 2-AP dariniy anticho-
linerginio poveikio tyrimy metu (10).

L-tipo Ca® jony srovei registruoti ir analizuoti
naudojamas patch-clamp stiprintuvas VP500 (Bio-
logic, Pranctzija) bei programiné jranga (Visual-
Patch v1.30, Bio-logic, Pranctzija). 1. registruoti
lastelé depoliarizuojama kas 8 sekundes nuo —80 mV
palaikomo pastovaus ramybés potencialo iki 0 mV,
impulso trukmeé — 200 ms. I, amplitude laikomas
skirtumas tarp registruojamos srovés maksimumo ir
sroveés, registruojamos depoliarizuojamojo impulso
200-3ja ms.

Eksperimentai atliekami tik su tais kardiomioci-
tais, kuriuose nebuvo matomy formos ar struktiiros
poky¢iu. Tirpalai ties tiriamaja lastele kei¢iami auto-
matiniu tirpaly keitikliu ,,RSC-200 (Bio-logic, Pran-
ctizija) ir pateikiami per 800 mm skersmens kapiliaro
anga. Tirpalo tékmeés greitis — 150 wl/min. Visi prie
lastelés tiekiami tirpalai nufiltruojami 0,45 um filt-
rais. Eksperimentai atlieckami kambario temperattiroje
(17-22°C), kuri eksperimenty metu nepakinta daugiau
nei vienu laipsniu.
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1 pav. Karbacholio ir sulfonilkarbamidinio 2-aminopiridino darinio 2-AP27 jtaka varlés
miokardo lastelés izoprenalinu stimuliuotai L-tipo Ca®" srovei

Junginys 2-AP27 pasalino slopinamajj karbacholio poveiki izoprenalinu stimuliuotai miokardo lastelés L-tipo
Ca?" srovei (paveikslo virSuje — eksperimento metu registruotos L-tipo Ca*? srovés kreiveés).
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2 pav. Adenozino ir sulfonilkarbamidinio 2-aminopiridino darinio 2-AP27 jtaka varlés miokardo lasteliy
izoprenalinu stimuliuotai L-tipo Ca*? srovei

2-AP27 junginys nedidino adenozinu sumazintos L-tipo Ca*? srovés, stimuliuotos izoprenalinu
(paveikslo virSuje — eksperimento metu registruotos L-tipo Ca?* srovés kreivés).
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Eksperimenty metu naudojamos mikropipetés
gaminamos elektrody tempikliu (PP-830, Narishige,
Japonija) i§ stiklo vamzdeliy su kapiliaru (Drummond,
JAV) ir uzpildomos vidiniu tirpalu. Mikropipeciy
varza — 0,6-1,3 mQ.

Eksperimentiniai duomenys analizuojami ,,Bio-
Logic Bio-Patch* (Patch Clamp Analysis Software —
version 3.30) ir ,,MS Excel 2000 programine jranga.
I, pokytis iSreiSkiamas procentais, 10 proc. prily-
ginus bazinés I, amplitudg arba izoprenalinu sti-
muliuotos I, amplitudg. Tekste pateikiami eksperi-
mentiniy duomeny vidurkiai plius/minus vidutiné
standartiné paklaida. Rezultaty patikimumas jvertin-
tas Stjudent’o (t) testu. Skirtumai tarp vidurkiy sta-
tistiskai reikSmingi, kai p<0,05.

Rezultatai

Varlés miokardo lasteliy L-tipo Ca*" srovés amp-
litudé kontrolés salygomis, t. y. jas perfuzuojant iSo-
riniu fiziologiniu tirpalu (zr. Tyrimy medZziaga ir me-
todai), buvo 183+33 pA (n=6). 3 -p, — adrenorecep-
toriy agonistas izoprenalinas (0,1 uM), idétas i $i tir-
pala, padidino miokardo lasteliy I . iki 475461 proc.
(n=4) (p<0,05) palyginus su kontrole. M, muska-
rininiy receptoriy agonistas karbacholis (0,01 uM)
Sig srove sumazino iki 42+15 proc. palyginus su izo-
prenalinu stimuliuotos I ., dydZiu. 2-AP27 junginys
(100 uM), kuris neturéjo poveikio varlés miokardo
lasteliy kontrolinei, izoprenalinu nestimuliuotai 1.
(98£3,1 proc. palyginus su kontrole, n=3), karba-
cholio sumazintg izoprenalinu stimuliuota I, padi-
dino iki 95+5,8 proc. (n=4) (p<0,05), t. y. panaikino
slopinamaji karbacholio poveiki. Junginio 2-AP27
(100 uM) poveikis kontrolinei I ir karbacholio su-
mazintai (0,01 uM) izoprenalino stimuliuotai (0,1 uM)
I, pavaizduotas 1 pav.

Analogiski eksperimentai atlikti, tiriant 2-AP27
junginio jtaka varlés miokardo lasteliy izoprenalinu
stimuliuotai I ., ja slopinant per kitus su G, susijusius
receptorius — adenozino A, receptorius. 2 paveiksle
parodytas eksperimento metu uzregistruotas I,
kitimas, veikiant izoprenalinui (0,1 uM), adenozinui
(1 uM) ir 2-AP27 (100 uM) junginiui. Sioje eksperi-
menty serijoje izoprenalinas (0,1 uM) padidino I
iki 638+168 proc., o adenozinas (1 M) §ia srove
sumazino iki 56£10 proc. (n=3) (p<0,05) palyginus
su izoprenalinu stimuliuotos I ., dydZiu. Veikiant 2-
AP27 (100 uM) junginiui, adenozino sumazinta I .
i8liko beveik nepakitusi ir buvo 51+7,9 proc. (n=3)
(p<0,05) palyginus su izoprenalinu stimuliuota I, .

Taigi, eksperimentiniai tyrimai parod¢, kad karba-
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cholis ir adenozinas, saveikaudami su skirtingais
membranos receptoriais (muskarino M, ir adenozino
A), mazina izoprenalinu stimuliuota varlés miokardo
lasteliy I ., . TaCiau 2-AP27 junginio poveikis Siy re-
ceptoriy agonisty sumazintai varlés miokardo lasteliy
izoprenalinu stimuliuotai L-tipo Ca** srovei yra skir-
tingas — muskarino M, receptoriy agonisto karbacho-
lio slopinamaji poveiki 2-AP27 junginys panaikino,
taCiau netur¢jo jtakos adenozino A, receptoriy ago-
nisto adenozino sukeltam I sumazéjimui.

Rezultaty aptarimas

Jony sroviy registravimo fiksuotos jtampos (ang]l.
patch-clamp) metodu istirtas 2-aminopiridino naujo
sulfonilkarbamidinio darinio 2-AP27, pasizyminc¢io
veiksmingu anticholinerginiu poveikiu jiiry kiaulytés
miokardo veikimo potencialy trukmei, susitraukimo
jégai ir sinusiniam Sirdies ritmui (10), poveikis varlés
miokardo lasteliy izoprenalinu aktyvintai L-tipo Ca?*
srovei. Sie tyrimai atlikti siekiant nustatyti $io jungi-
nio anticholinerginio poveikio mechanizma, t. y. ar
2-AP27 junginys tiesiogiai blokuoja muskarino M,
receptorius, ar bloklloja K,., kanalus, ar slopina G,
baltymy aktyvuma. Sio sulfonilkarbamidinio junginio
poveikis miokardo Iasteliy izoprenalinu stimuliuotai
I, buvo tirtas karbacholiu aktyvinty muskarino M,
ir adenozinu aktyvinty adenozino A receptoriy sa-
lygomis. Nors karbacholis ir adenozinas aktyvina skir-
tingus lastelés membranos receptorius, taciau ju
poveikis pasireiSkia per suaktyvejusi G, baltyma, ku-
rio G By dimeras jungiasi prie K, ., kanaly ir juos ak-
tyvina, o G,o subvienetas slopina adenililciklazes ak-
tyvuma, cAMF susidaryma, L-tipo Ca*" kanaly fosfo-
rilinimg ir Ca®" jony srove per Siuos kanalus (1, 2, 13,
14).

Sulfonilkarbamidinis 2-aminopiridino darinys
2-AP27 (2-aminopiridino darinys su 4-toluolsulfonil-
karbamido fragmentu vietoje amino grupés ir piridino
azotu, kvaternizuotu 4-nitrobenzilo bromidu) panai-
kino karbacholio sukelta izoprenalinu aktyvintos I
sumazgjima, taciau netur¢jo jtakos adenozinu suma-
zintai I . Remiantis Siais duomenimis, galima teigti,
kad junginys 2-AP27 blokuoja miokardo lasteliy
muskarino M, receptorius, todél neaktyvinami kokliu-
So toksinui jautrls G, baltymai ir nuo ju poveikio
priklausoma izoprenalinu stimuliuota miokardo las-
teliy L-tipo Ca’" srové nesumazéja (junginio 2-AP27
poveikio mechanizmas parodytas 3 pav.)

ISvados
1. Muskarino M, receptoriy agonistas karbacholis
ir adenozino receptoriy agonistas adenozinas suma-
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vidus

3 pav. Karbacholio, adenozino ir sulfonilkarbamidinio 2-aminopiridino darinio 2-AP27 veikimo
mechanizmo miokardo lastelése schema

Karbacholis — M, receptoriy agonistas, arba adenozinas — A, receptoriy agonistas aktyvuoja miokardo lasteliy

G, baltymus. Siy baltymy G yB subvienetai aktyvuoja K, . kanalus ir didina K* jony srove (I, ), 0 G
subvienetai slopina adenilatciklazés (AC) aktyvuma, cAMF susidaryma, baltymy kinazés A (PKA) aktyvuma,
L-tipo kanaly fosforilinima ir Ca** jonu srove (I, ). 2-AP27 junginys, blokuodamas muskarino M, receptorius,

panaikina slopinamaji karbacholio poveiki izoprenalinu stimuliuotai I, . A, receptoriy agonisto adenozino
sumazintai [, junginys 2-AP27 itakos netur¢jo.
M, — muskarino receptorius, A, — adenozino receptorius (modifikuota remiantis (5, 8, 13)).

zino varlés miokardo lasteliy L-tipo Ca*" srove. miokardo lasteliy L-tipo Ca*" srovei, tatiau neturéjo

2. 2-aminopiridino darinys 2-[(4-metilfenil)sufo- jtakos adenozino sumazintai L-tipo Ca®>" srovei. Tai
nilkarbamido]-1-(4-nitrobenzil)piridino bromidas (2-  rodo, kad 2-AP27 junginys tiesiogiai blokuoja mio-
AP27) panaikino slopinamagji karbacholio poveiki kardo lasteliy muskarino M, receptorius.

L., inhibitor 2-[(4-methylphenyl)sulfonylcarbamido]-1-(4-nitrobenzyl)pyridinium
bromide (2-AP27) is a muscarinic M, receptor antagonist

Vytenis Arvydas Skeberdis, Vida Gendviliené, Danguolé Zablockaité,
Irma MartiSiené, | Antanas Stankevicius |
Institute of Cardiology, Kaunas University of Medicine, Lithuania

Key words: myocardial cells; carbachol; adenosine; sulfonylcarbamide derivative of 2-aminopyridine;
2-AP27; L-type Ca*" current.

Summary. Aminopyridines are known to inhibit acetylcholine-activated K* current (I, ) in cardiac
myocytes. The aim of this study was to examine the effect of 2-aminopyridine sulfonylcarbamide derivative
2-AP27 on isoprenaline-stimulated L-type Ca*" current (I ) and to identify whether 2-AP27 acts via blocking
of muscarinic M,-receptors in frog cardiomyocytes.

The whole-cell configuration of the patch-clamp technique was used to record I, in enzymatically isolated
cardiac myocytes. Isoprenaline (0.1 M), an agonist of 3, -3,-adrenoreceptors, stimulated the I . up to 475+61%
(n=4) (P<0.05) vs. control. Then, in the first series of experiments, carbachol (0.01 M), an agonist of M,
muscarinic receptors, reduced the stimulatory effect of isoprenaline to 42+15% vs. isoprenaline alone. 2-
AP27 (100 uM) alone completely abolished the inhibitory effect of carbachol on isoprenaline-stimulated I,
which recovered to 954+5.8% of the effect of isoprenaline. In the second series of experiments, adenosine
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(I uM), an agonist of A -adenosine receptors, reduced the stimulatory effect of isoprenaline on I, to 56+10%
(n=3) (P<0.05). Then 2-AP27 (100 uM) applied in the presence of adenosine, had no effect on I, which
remained at 51£7.9% (n=3) (P<0.05) of the effect of isoprenaline. These results suggest that 2-AP27, a new
derivative of 2-AP, containing 4-toluolsulfonylcarbamide instead of amino group and quaternizated nitrogen
by 4-nitrobenzylbromide in pyridine ring, is acting as an antagonist of muscarinic M, receptors in frog ventri-
cular myocytes.

Correspondence to V. Gendviliené, Institute of Cardiology, Kaunas University of Medicine, Sukiléliy 17,
50161 Kaunas. E-mail: membiof@kmu.lt
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