
17ISSN 0201-8489    Ô³ç³îë. æóðí., 2001, Ò. 47, ¹ 1

ÓÄÊ 576.385:577.352

Â. Ì. Îñèïåíêî, Â. ª. Äåãòÿð,
Â. Ã. Íàéäüîíîâ, ß. Ì. Øóáà

Áëîêóâàííÿ êàë³ºâèõ êàíàë³â HERG,
åêñïðåñîâàíèõ â îîöèòàõ Xenopus,
àíòèïñèõîòè÷íèìè ïðåïàðàòàìè

Àíòèïñèõîòè÷åñêèå ïðåïàðàòû ãàëîïåðèäîë, ïèìîçèä è ôëóñïèðèëåí
(íåéðîëåïòèêè) ìîãóò âûçûâàòü çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå QT-èíòåðâàëà
ýëåêòðîêàðäèîãðàììû (ÝÊÃ) è ïîëèìîðôíûå âåíòðèêóëÿðíûå àðèòìèè.
Â äàííûõ ýêñïåðèìåíòàõ ìû ýêñïðåññèðîâàëè êàëèåâûé êàíàë, êîäèðîâàí-
íûé ãåíîì ÷åëîâåêà HERG (Human Ether-a-go-go Related Gene), â îîöèòàõ
Xenopus è èññëåäîâàëè åãî ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê íåéðîëåïòèêàì. HERG-èíäó-
öèðîâàííûé êàëèåâûé òîê ïî ñâîèì áèîôèçè÷åñêèì ñâîéñòâàì áûë èäåíòè-
÷åí áûñòðîàêòèâèðóþùåìóñÿ òîêó çàäåðæàííîãî âûïðÿìëåíèÿ IKr ìåìáðàíû
êàðäèîìèîöèòîâ. Ãàëîïåðèäîë, ïèìîçèä è ôëóñïèðèëåí áëîêèðóþò êàëèå-
âûå êàíàëû HERG â îîöèòàõ Xenopus ñî çíà÷åíèÿìè IC50 1,36, 1,74 è
2,34 ìêìîëü/ë ñîîòâåòñòâåííî. Áëîêèðîâàíèå èìååò ïîòåíöèàëîçàâèñèìûé
õàðàêòåð. Áëîê óñèëèâàåòñÿ ïî ìåðå îòêðûâàíèÿ êàíàëîâ c óâåëè÷åíèåì
äåïîëÿðèçàöèè, êîððåëèðóÿ ñ ðàçâèòèåì àêòèâàöèè. Ãàëîïåðèäîë, ïèìî-
çèä è ôëóñïèðèëåí íå îêàçûâàëè ñóùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà ïîòåíöèàëîçà-
âèñèìîñòü ñòàöèîíàðíîé àêòèâàöèè è èíàêòèâàöèè. Ïðåäïîëàãàåìûé
ìåõàíèçì áëîêèðîâàíèÿ âêëþ÷àåò â ñåáÿ ñâÿçûâàíèå íåéðîëåïòèêîâ ñ îò-
êðûòûì ñîñòîÿíèåì êàíàëîâ. Íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî áëîêàäà
êàíàëîâ HERG ÿâëÿåòñÿ àðèòìîãåííîé ñòîðîíîé ýôôåêòà íåéðîëåïòè-
êîâ, ò.å. áëîêèðîâàíèå êàëèåâûõ êàíàëîâ HERG ìîæåò áûòü îäíèì èç
ôàêòîðîâ, èíäóöèðóþùèõ àðèòìèè.

Âñòóï

Òðèâàë³ñòü ïîòåíö³àëó ä³¿ êàðä³îì³îöèò³â âèçíà÷àºòüñÿ ñï³ââ³äíîøåííÿì
âõ³äíèõ ³ âèõ³äíèõ ñòðóì³â. Ñåðåä êàíàë³â, ôóíêö³îíóþ÷èõ óïðîäîâæ ïëà-
òî ïîòåíö³àëó ä³¿ (ÏÄ), êàë³ºâ³ êàíàëè áåðóòü ó÷àñòü â ðåïîëÿðèçàö³¿ ³
çàâäÿêè öüîìó âèçíà÷àþòü òðèâàë³ñòü ÏÄ, ÿêîìó â³äïîâ³äàº QT-³íòåðâàë
åëåêòðîêàðä³îãðàìè [1, 21].

Çà ô³ç³îëîã³÷íèõ óìîâ äåê³ëüêà òèï³â êàë³ºâèõ ñòðóì³â çàä³ÿí³ â ðåïî-
ëÿðèçàö³¿ ñåðöåâîãî ÏÄ: òðàíç³ºíòíèé âèõ³äíèé ñòðóì (Ito), ñòðóì çàòðèìà-
íîãî âèïðÿìëåííÿ, ùî ñêëàäàºòüñÿ ç øâèäêî¿ (IKr) òà ïîâ³ëüíî¿ (IKs) êîì-
ïîíåíò, ³ ñòðóì àíîìàëüíîãî âèïðÿìëåííÿ (IK1). Îñòàíí³é â îñíîâíîìó
â³ä³ãðàº ðîëü ó ï³äòðèìàíí³ ïîòåíö³àëó ñïîêîþ áëèçüêî ð³âíîâàæíîãî êàë³º-
âîãî ïîòåíö³àëó, àëå òàêîæ áåðå ó÷àñòü ó çàêëþ÷í³é ôàç³ ðåïîëÿðèçàö³¿
[16]. Íåäàâíî áóëî äîâåäåíî, ùî êàë³ºâèé êàíàë, ÿêèé â³äïîâ³äàº ñòðóìó
IKr, çàä³ÿíîìó â ³í³ö³àö³¿ ðåïîëÿðèçàö³¿, êîäóºòüñÿ ãåíîì ëþäèíè HERG
(Human Ether-a-go-go Related Gene) [15].

Çíà÷íîãî ïðîãðåñó â äîñë³äæåíí³ ðåïîëÿðèçàö³éíèõ ìåõàí³çì³â ó ñåðö³
áóëî äîñÿãíóòî â îñòàíí³ ðîêè ïðè âèâ÷åíí³ LQT-ñèíäðîì³â (Long
QT-ñèíäðîìè), ùî õàðàêòåðèçóþòüñÿ ïîäîâæåíèì QT-³íòåðâàëîì ÅÊÃ òà º
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ïðè÷èíîþ ñìåðòåëüíî íåáåçïå÷íèõ àðèòì³é [12]. Çá³ëüøåííÿ òðèâàëîñò³ QT�
³íòåðâàëó êàðä³îãðàìè ìîæå áóòè äåòåðì³íîâàíèì ãåíåòè÷íî, àáî áóòè ³íäó-
êîâàíèì ð³çíîìàí³òíèìè ïðåïàðàòàìè âíàñë³äîê ¿õ ïîá³÷íî¿ ä³¿ (íåéðîëåï-
òèêè, àíòèäåïðåñàíòè, àíòèàðèòì³êè, àíòèã³ñòàì³íè òîùî) [13, 20, 22].

Ìóòàö³¿, ùî ïðèçâîäÿòü äî LQT-ñèíäðîì³â, áóëè ³äåíòèô³êîâàí³ â òðüîõ
ãåíàõ, êîæíèé ç êîòðèõ êîäóº ïåâíèé ³îííèé êàíàë [12]. Îäíèì ³ç öèõ
òðüîõ ãåí³â º HERG, ùî êîäóº êàë³ºâèé êàíàë çàòðèìàíîãî âèïðÿìëåííÿ.
Ìóòàö³¿ ãåíó HERG ñïðè÷èíÿþòü çìåíøåííÿ êîìïîíåíòè êàë³ºâîãî ñòðóìó
IKr, ùî ïðèçâîäèòü äî óïîâ³ëüíåííÿ ðåïîëÿðèçàö³¿, çá³ëüøåííÿ òðèâàëîñò³
ÏÄ ³, â³äïîâ³äíî, ïîäîâæåííÿ QT-³íòåðâàëó ÅÊÃ. Âèùåíàçâàí³ ïðîöåñè º
ïðè÷èíîþ âèíèêíåííÿ àðèòì³é [3, 4, 10].

Àíàëîã³÷í³ åôåêòè âèíèêàþòü ïðè çàñòîñóâàíí³ ë³êàðñüêèõ ïðåïàðàò³â,
ÿê³ çäàòí³ áëîêóâàòè IKr âíàñë³äîê ¿õ ïîá³÷íî¿ ä³¿. Òàêèì ÷èíîì, ãåíåòè÷íî
äåòåðì³íîâàí³ ³ ³íäóêîâàí³ õåì³îòåðàï³ºþ LQT-ñèíäðîìè ðåàë³çóþòüñÿ ÷åðåç
äèñôóíêö³þ [4, 10, 15], àáî áëîêóâàííÿ êàë³ºâèõ êàíàë³â çàòðèìàíîãî âèï-
ðÿìëåííÿ (HERG-IKr) ð³çíèìè ðå÷îâèíàìè [2, 13, 15, 16, 20, 22]. Â³äîìî,
ùî ñåðåä êàë³ºâèõ êàíàë³â êàðä³îì³îöèò³â ñàìå HERG º íàéá³ëüø ÷óòëèâèì
äî áëîêóþ÷î¿ ä³¿ ïðåïàðàò³â ç áàãàòüîõ òåðàïåâòè÷íèõ ãðóï: íåéðîëåïòèê³â,
àíòèã³ñòàì³í³â, àíòèàðèòì³ê³â òîùî [13, 20, 21].

Ó íàø³é ðîáîò³ ìè äîñë³äèëè âïëèâ ãàëîïåðèäîëó, ï³ìîçèäó òà ôëóñï³-
ðèëåíó íà HERG-³íäóêîâàíèé IKr â îîöèòàõ Xenopus Laevis. Ö³ ïðåïàðà-
òè � ïðåäñòàâíèêè òåðàïåâòè÷íî¿ ãðóïè íåéðîëåïòèê³â, ÿê³ º àíòàãîí³ñòàìè
D2 äîïàì³íîâèõ ðåöåïòîð³â ³ çàñòîñîâóþòüñÿ äëÿ ë³êóâàííÿ ïñèõ³÷íèõ ðîç-
ëàä³â [17]. Âèâ÷åííÿ áëîêóâàííÿ êàë³ºâèõ êàíàë³â íåéðîëåïòèêàìè íåîá-
õ³äíå äëÿ ïîäàëüøîãî ðîçóì³ííÿ ìåõàí³çì³â âèíèêíåííÿ àðèòì³é, ÿê ïî-
á³÷íèõ åôåêò³â õ³ì³îòåðàï³¿ òà ¿õ çàïîá³ãàííþ.

Ìåòîäèêà

HERG êîìïëåìåíòàðíó ÐÍÊ äëÿ ³íæåêö³¿ â îîöèòè îòðèìóâàëè in vitro çà
äîïîìîãîþ òðàíñêðèïö³¿ ç HERG êÄÍÊ ó ïëàçì³ä³ pSP64 [15], âèêîðèñòî-
âóþ÷è mCAP � íàá³ð äëÿ êåïóâàííÿ ÐÍÊ (ô³ðìà «Stratagene», ÑØÀ), ç
íàñòóïíîþ ë³í³àðèçàö³ºþ ïðîäóêòó åêñïðåñ³¿ â EcoRL.

×àñòêè ÿº÷íèêà íàðêîòèçîâàíî¿ æàáè (0,1%-é ðîç÷èí åòèëàì³íîáåí-
çîàòó) âèäàëÿëè îïåðàòèâíî, ïðîìèâàëè â ñòåðèëüíîìó ñîëüîâîìó ðîç÷èí³
OR-2 (ììîëü/ë): NaCl � 82,5, KCl � 2, MgCl2 � 1, HEPES � 5, pH 7,5
(NaOH) [7], òà ðîçä³ëÿëè íà îêðåì³ ôðàãìåíòè. Îñòàíí³ ï³ääàâàëè ôåð-
ìåíòàòèâí³é îáðîáö³ â ðîç÷èí³ êîëàãåíàçè (2 ìã/ìë, òèï 1 ô³ðìà «Sigmà»,
CØÀ) â áåçêàëüö³ºâîìó ðîç÷èí³ Áàðòà ïðîòÿãîì 90 õâ ïðè 20 îÑ ç íàñòóï-
íîþ â³äìèâêîþ â³ä ôåðìåíòó. Íåïîøêîäæåí³ îîöèòè 5�6-¿ ñòàä³¿ ðîçâèòêó
â³äîêðåìëþâàëè òà âèâ³ëüíÿëè ç ôîë³êóëÿðíî¿ îáîëîíêè çà äîïîìîãîþ ï³íöåòà
³ íîæèöü. Â³ä³áðàí³ îîöèòè ³íêóáóâàëè ïðîòÿãîì 5�7 ä³á ïðè 18�20 îÑ ó
ðîç÷èí³ Áàðòà (ììîëü/ë): NaCl � 88, KCl � 1, NaHC03 � 2,4, Ca(NO3)2�
0,3, CaCl2 � 0,41, MgSO4 � 0,82, HEPES � 15, pH 7,4. Ðîç÷èí Áàðòà, ùî
ì³ñòèâ êàëüö³é, äîïîâíþâàëè ãåíòàì³öèíîì (100 ìã/ìë). Êîæíó äîáó ïðî-
âîäèëè çì³íó ðîç÷èí³â ³ ñîðòóâàííÿ êë³òèí.

Äëÿ ì³êðî³í�ºêö³é ìÐÍÊ âèêîðèñòîâóâàëè îðèã³íàëüíó óñòàíîâêó ç
íàï³âàâòîìàòè÷íîþ ïîäà÷åþ äîçîâàíîãî îá�ºìó ÐÍÊ â íàíîë³òðîâîìó ä³àïà-

Áëîêóâàííÿ êàë³ºâèõ êàíàë³â
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çîí³ â îîöèòè («Á³á³ãîí», Êè¿â). Ó êîæåí îîöèò ââîäèëè ïðèáëèçíî 50 íë
âîäíîãî ðîç÷èíó ÐÍÊ ó êîíöåíòðàö³¿ 1 ìêã/ìêë (îá�ºì îîöèòà äîð³âíþº
ïðèáëèçíî 60 íë). Åëåêòðîô³ç³îëîã³÷í³ åêñïåðèìåíòè ïðîâîäèëè íà ÷åòâåð-
òó äîáó ï³ñëÿ ³í�ºêö³¿ ìÐÍÊ â îîöèòè ç âèêîðèñòàííÿì ñòàíäàðòíî¿ ìåòîäè-
êè äâîõåëåêòðîäíî¿ ô³êñàö³¿ ïîòåíö³àëó. Ïîòåíö³àëüíèé åëåêòðîä ìàâ îï³ð
2�3 ìÎì, à ñòðóìîâèé � 0,5�1 ìÎì. Îáèäâà ì³êðîåëåêòðîäè âèãîòîâëÿ-
ëè ç³ ñêëÿíèõ òðóáîê ³ çàïîâíþâàëè 3 ìîëü/ë ðîç÷èíîì ÊÑl. Ñòðóìè ÷åðåç
êàë³ºâ³ êàíàëè âèì³ðþâàëè ó «áåçõëîðíîìó» ðîç÷èí³ Ð³íãåðà (ììîëü/ë):
NaOH � 96, KCl � 2, MgCl2 � 1, Ca(NÎ3)2 � 1,8, HEPES � 10, pH 7,4
(ìåòàíåñóëüôîíîâà êèñëîòà) ç ìåòîþ óñóíåííÿ êîíòàì³íàö³¿ HERG-³íäóêî-
âàíî¿ êàë³ºâî¿ ïðîâ³äíîñò³ åíäîãåííèìè õëîðíèìè ñòðóìàìè îîöèò³â.

Áàçîâ³ ðîç÷èíè íåéðîëåïòèê³â ãàëîïåðèäîëó, ï³ìîçèäó ³ ôëóñï³ðèëåíó
(ô³ðìà «Sigma», ÑØÀ) â êîíöåíòðàö³¿ 30 ììîëü/ë ãîòóâàëè â 100 % äèìå-
òèëñóëüôîêñèäó (ÄÌÑÎ) ³ äîäàâàëè â áåçõëîðíèé ðîç÷èí Ð³íãåðà â
êîíöåíòðàö³ÿõ 0,1, 1, 10, 30 ìêìîëü/ë. Ìàêñèìàëüíà êîíöåíòðàö³ÿ ÄÌÑO
â åêñïåðèìåíòàëüíîìó ðîç÷èí³, ÿêèé ì³ñòèâ íåéðîëåïòèêè, íå ïåðåâèùóâàëà
0,1 %. Êîíòðîëüí³ åêñïåðèìåíòè äîâåëè, ùî 0,15 %-é ðîç÷èí ÄÌÑÎ íå ìàâ
çíà÷íîãî âïëèâó íà HERG-³íäóêîâàíó êàë³ºâó ïðîâ³äí³ñòü. Åêñïåðèìåíòè
ïðîâîäèëè ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³.

Ðåçóëüòàòè

Âíàñë³äîê ³íæåêö³¿ â îîöèòè ìÐÍÊ, êîäóþ÷î¿ êàíàëè HERG, ó íèõ áóëî
îòðèìàíî êàë³ºâó ïðîâ³äí³ñòü ç ðàí³øå îïèñàíèìè àêòèâàö³éíèìè òà ðåêòè-
ô³êàö³éíèìè âëàñòèâîñòÿìè [15, 18, 19]. Êàíàëè àêòèâóâàëèñÿ äåïîëÿðèçà-
ö³ºþ, àëå ó çâ�ÿçêó ç á³ëüø øâèäêîþ ³íàêòèâàö³ºþ (Ñ-òèï) ïîð³âíÿíî ç
àêòèâàö³ºþ [20], àìïë³òóäà âèõ³äíèõ ñòðóì³â óïðîäîâæ äåïîëÿðèçàö³éíèõ
ñòèìóë³â â³ä �60 äî +60 ìÂ ç ³íêðåìåíòîì 20 ìÂ áóëà â³äíîñíî ìàëà, â òîé
÷àñ ÿê àìïë³òóäà «õâîñòîâèõ» ñòðóì³â, îòðèìàíèõ ïðè ñòóï³í÷àñò³é ðåïîëÿ-
ðèçàö³¿ äî �40 ìÂ â³äðàçó ï³ñëÿ äåïîëÿðèçàö³¿, çàâäÿêè ìèòòºâîìó âèõîäó
êàíàë³â ç ³íàêòèâàö³¿ áóëà çíà÷íî á³ëüøà ³ ñÿãàëà 2 ìêÀ (ðèñ. 1). Àìïë³òóäà
«õâîñòîâèõ» ñòðóì³â â³äîáðàæàº ð³âåíü àêòèâàö³¿ êàíàë³â, äîñÿãíóòèé ï³ä
÷àñ ïîïåðåäíüî¿ äåïîëÿðèçàö³¿, à åêñïîíåíö³éíèé ñïàä â³äïîâ³äàº ïðîöåñó ¿õ
ïîâ³ëüíî¿ äåàêòèâàö³¿ (äèâ. ðèñ. 1).

Íåéðîëåïòèêè � ãàëîïåðèäîë, ï³ìîçèä ³ ôëóñï³ðèëåí äîçîçàëåæíî áëî-
êóâàëè ñòðóìè óïðîäîâæ äåïîëÿðèçàö³éíîãî ³ìïóëüñó, à âåëèê³ «õâîñòîâ³»
ñòðóìè � ó â³äïîâ³äü íà ðåïîëÿðèçàö³þ äî �40 ìÂ (äèâ. ðèñ. 1). Åôåê-
òèâí³ êîíöåíòðàö³¿¿ âñ³õ òðüîõ ïðåïàðàò³â çíàõîäèëèñü â ä³àïàçîí³ 0,1�30
ìêìîëü/ë. Íà ðèñ. 2, à ïðåäñòàâëåíî ïðîíîðìîâàí³ òà óñåðåäíåí³ âîëüò-
àìïåðí³ õàðàêòåðèñòèêè (ÂÀÕ) «õâîñòîâèõ» HERG-ñòðóì³â (àìïë³òóäà «õâî-
ñòîâîãî» ñòðóìó çàëåæíî â³ä äåïîëÿðèçóþ÷îãî ïîòåíö³àëó) â êîíòðîë³ òà
ïðè íàÿâíîñò³ 10 ìêìîëü/ë ãàëîïåðèäîëó, ï³ìîçèäó àáî ôëóñï³ðèëåíó.
Ïîáóäîâàí³ ç öèõ ÂÀÕ êðèâ³ ïîòåíö³àëîçàëåæíîñò³ áëîêó äîâîäÿòü, ùî äëÿ
âñ³õ òðüîõ ïðåïàðàò³â â³í çá³ëüøóºòüñÿ ç ðîñòîì ïîòåíö³àëó äåïîëÿðèçàö³¿
â³ä �60 äî +60 ìÂ (ðèñ. 2, ñ). Â³äîìî, ùî ÂÀÕ «õâîñòîâèõ» ñòðóì³â ôàê-
òè÷íî â³äîáðàæàþòü ïîòåíö³àëîçàëåæí³ñòü ñòàö³îíàðíî¿ àêòèâàö³¿ êàíàë³â,
òîìó çá³ëüøåííÿ ÷àñòêè çàáëîêîâàíîãî ñòðóìó ç äåïîëÿðèçàö³ºþ ñâ³ä÷èòü
ïðî òå, ùî âåëè÷èíà áëîêó êîðåëþº ç ð³âíåì àêòèâàö³¿, òîáòî ãàëîïåðèäîë,

Â. Ì. Îñèïåíêî òà ³í.
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ï³ìîçèä ³ ôëóñï³ðèëåí ïåðåâàæíî âçàºìîä³þòü ç â³äêðèòèì ñòàíîì êàíàëó
(open-channel block).

Àïðîêñèìàö³ÿ êðèâèõ ñòàö³îíàðíî¿ àêòèâàö³¿ HERG-êàíàë³â, ïîáóäîâà-
íèõ íà îñíîâ³ îïèñàíèõ ÂÀÕ, ð³âíÿííÿì Áîëüöìàíà I/I0 = 1/[1 + exp((V �
� V1/2)/k)] (ðèñ. 3), âêàçóº íà òå, ùî ï³ä ä³ºþ íåéðîëåïòèê³â í³ ïîòåíö³àë
ïîëîâèííî¿ àêòèâàö³¿ � V1/2, í³ ôàêòîð êðóòèçíè � k, ÿêèé çàëåæèòü â³ä
âåëè÷èíè åôåêòèâíîãî çàðÿäó àêòèâàö³éíèõ âîðîòíèõ ÷àñòî÷îê, ³ñòîòíî íå
çì³íþþòüñÿ, â³äïîâ³äíî ñòàíîâëÿ÷è �4,8 ± 2 òà 16 ìÂ ± 2,1 ìÂ ó êîíòðîë³, �
10,2 ± 2,5 òà 15,7 ìÂ ± 2,5 ìÂ � ïðè íàÿâíîñò³ 10 ìêìîëü/ë ãàëîïåðèäîëó,
�9,8 ± 1,8 òà 14 ìÂ ± 1,7 ìÂ ïðè íàÿâíîñò³ 10 ìêìîëü/ë ï³ìîçèäó òà �9,3 ±
2 òà 13,8 ìÂ ± 1,9 ìÂ ïðè íàÿâíîñò³ 10 ìêìîëü/ë ôëóñï³ðèëåíó.

Äëÿ îö³íêè ó÷àñò³ ³íàêòèâàö³¿ â ïðîöåñ³ áëîêóâàííÿ âèêîðèñòîâóâàëè
³ìïóëüñíèé ïðîòîêîë ç ïîñò³éíîþ êîíäèö³îíóþ÷îþ äåïîëÿðèçàö³ºþ äî +55 ìÂ
³ çì³ííèì ð³âíåì òåñòóþ÷î¿ ðåïîëÿðèçàö³¿ â³ä �140 äî +40 ìÂ ç êðîêîì
20 ìÂ (äèâ. ðèñ. 2, â). Îñê³ëüêè õàðàêòåðíîþ ðèñîþ HERG-êàíàë³â º íà-
áàãàòî øâèäø³ ïåðåõîäè ì³æ ð³âíÿìè ³íàêòèâàö³¿ ïîð³âíÿíî ç ð³âíÿìè àêòè-
âàö³¿ ïðè çì³í³ ïîòåíö³àëó [14], òî àìïë³òóäà ñòðóìó ó â³äïîâ³äü íà òåñòóþ÷³
ðåïîëÿðèçàö³¿ áóäå âèçíà÷àòèñÿ ò³ëüêè âåëè÷èíîþ ñòàö³îíàðíî¿ ³íàêòèâàö³¿
ï³ä ÷àñ ðåïîëÿðèçàö³¿ òà çíà÷åííÿì åëåêòðîõ³ì³÷íîãî ïîòåíö³àëó äëÿ ³îí³â Ê
(ó ïî÷àòêîâèé ìîìåíò òåñòóþ÷èõ ðåïîëÿðèçàö³é ñòóï³íü àêòèâàö³¿ ÷åðåç ¿¿
ïîâ³ëüíèé õàðàêòåð íå âñòèãíå çì³íèòèñÿ ³ íåçàëåæíî â³ä ¿õ çíà÷åííÿ áóäå
ïîñò³éíèì, â³äïîâ³äíèì êîíäèö³îíóþ÷³é äåïîëÿðèçàö³¿). Íîðìîâàí³ é óñå-
ðåäíåí³ ÂÀÕ, ÿê³ îïèñóþòü àìïë³òóäè «õâîñòîâèõ» HERG-ñòðóì³â çàëåæíî

Áëîêóâàííÿ êàë³ºâèõ êàíàë³â

Ðèñ. 1. Áëîêóâàííÿ HERG-³íäóêîâàíîãî ñòðóìó íåéðîëåïòèêàìè. Åôåêò ðå÷îâèí ïðåä-
ñòàâëåíî íà ïðèêëàä³ òðüîõ ðåïðåçåíòàö³éíèõ îîöèò³â. Çë³âà íàïðàâî � îðèã³íàëüí³
ñòðóìè ó â³äïîâ³äü íà «àêòèâàö³éíèé» ïðîòîêîë ó êîíòðîë³ òà çà íàÿâíîñò³: I � äëÿ
ãàëîïåðèäîëó, II � äëÿ ï³ìîçèäó, III � äëÿ ôëóñï³ðèëåíó; à � êîíòðîëü, á �
1 ìêìîëü/ë, â � 10 ìêìîëü/ë.

à á â
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â³ä çíà÷åííÿ òåñòóþ÷î¿ ðåïîëÿðèçàö³¿ â êîíòðîë³ òà çà íàÿâíîñò³ 10 ìêìîëü/
ë ãàëîïåðèäîëó, ï³ìîçèäó òà ôëóñï³ðèëåíó, ïðåäñòàâëåí³ íà ðèñ. 2, á, à
â³äïîâ³äí³ ïîòåíö³àëîçàëåæíîñò³ áëîêóâàííÿ � íà ðèñ. 2, â. Âèäíî, ùî
áëîê ñòðóì³â òðüîìà ïðåïàðàòàìè ìàëî çì³íþºòüñÿ â ä³àïàçîí³ �140�0 ìÂ
³ ïî÷èíàº ñïàäàòè ïðè ïîòåíö³àëàõ âèùèõ í³æ 0 ìÂ. Òàêèé õ³ä ïîòåíö³àëî-
çàëåæíîñò³ ñâ³ä÷èòü ïðî òå, ùî çì³íà ñòóïåíÿ ³íàêòèâàö³¿ HERG-êàíàë³â
ìàëî âïëèâàº íà åôåêòèâí³ñòü ¿õ áëîêó íåéðîëåïòèêàìè ³ ò³ëüêè ïðè ìàéæå
ïîâí³ñòþ ³íàêòèâîâàíîìó êàíàë³ áëîê çìåíøóºòüñÿ. Òàêèì ÷èíîì, íåéðî-

Ðèñ. 2. Ïîòåíö³àëîçàëåæíîñò³ áëîêóâàííÿ HERG-³íäóêîâàíîãî ñòðóìó íåéðîëåïòèêàìè.
Äëÿ îêðåìèõ ðå÷îâèí âîëüòàìïåðí³ õàðàêòåðèñòèêè (ÂÀÕ) ³ â³äïîâ³äí³ ïîòåíö³àëçà-
ëåæíîñò³ áëîêó ïîäàíî ïî êîëîíêàõ: I � äëÿ ãàëîïåðèäîëó, II � äëÿ ï³ìîçèäó, III �
äëÿ ôëóñï³ðèëåíó; à � ïîð³âíÿííÿ ïðîíîðìîâàíèõ òà óñåðåäíåíèõ ÂÀÕ äëÿ ñòðóì³â ó
â³äïîâ³äü íà «àêòèâàö³éíèé» ïðîòîêîë, çîáðàæåíèé íà âñòàâö³ (äîäàòêîâ³ ïîÿñíåííÿ â
òåêñò³), ó êîíòðîë³ (1) òà çà íàÿâíîñò³ 10 ìêìîëü/ë ðå÷îâèí (2), á � òå ñàìå, ùî íà à
àëå ç âèêîðèñòàííÿì «³íàêòèâàö³éíîãî» ïðîòîêîëó (äèâ. âñòàâêó, äîäàòêîâ³ ïîÿñíåííÿ
â òåêñò³), â � ïîòåíö³àëîçàëåæíîñò³ áëîêóâàííÿ HERG-³íäóêîâàíîãî ñòðóìó, ïîáóäî-
âàí³ íà îñíîâ³ ÂÀÕ, ïðåäñòàâëåíèõ íà ïàíåëÿõ à (2) òà â (1).

Â. Ì. Îñèïåíêî òà ³í.
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ëåïòèêè ñèëüí³øå âçàºìîä³þòü ³ç íå- àáî
ñëàáî³íàêòèâîâàíèì êàíàëîì, òîä³ ÿê ñèëü-
íà ³íàêòèâàö³ÿ ïîì³òíî çìåíøóº âçàºìîä³þ.

Äëÿ âèÿñíåííÿ òîãî, ÷è âïëèâàþòü
íåéðîëåïòèêè íà ïîòåíö³àëîçàëåæí³ñòü ñòà-
ö³îíàðíî¿ ³íàêòèâàö³¿, ìè íà îñíîâ³ ÂÀÕ,
ïðåäñòàâëåíèõ íà ðèñ. 2, çà äîïîìîãîþ

âðàõóâàííÿ çì³í ñòðóìó â ðåçóëüòàò³ çì³íè åëåêòðîõ³ì³÷íîãî ïîòåíö³àëó äëÿ
³îí³â Ê ïîáóäóâàëè êðèâ³ ñòàö³îíàðíî¿ ³íàêòèâàö³¿ HERG-³íäóêîâàíèõ ñòðóì³â
òà ïðîâåëè ¿õ àïðîêñèìàö³þ ð³âíÿííÿì Áîëüöìàíà (äèâ. ðèñ. 3). Ñòàö³î-
íàðíà ³íàêòèâàö³ÿ ïðè �140, �120, �100 ìÂ äîð³âíþº îäèíèö³ (âñ³ êàíàëè
â³äêðèò³), íà ÂÀÕ â³äïîâ³äí³ ðîçì³ðè ñòðóìó ëÿãàþòü íà ïðÿìó (äèâ. ðèñ.
2, á), òîáòî ñòðóì, ùî ïðîõîäèòü ÷åðåç êàíàëè ïðè ïîòåíö³àëàõ �140, �120,
�100 ìÂ çì³íþºòüñÿ â³äïîâ³äíî äî çàêîíó Îìà. ²íàêòèâàö³ÿ âèçíà÷àºòüñÿ ÿê
â³äõèëåííÿ êðèâî¿ ÂÀÕ «³íàêòèâàö³éíîãî» ïðîòîêîëó â³ä îì³÷íî¿ çàëåæ-
íîñò³. Ïàðàìåòðè ñòàö³îíàðíî¿ ³íàêòèâàö³¿ V1/2 òà k ó êîíòðîë³ òà çà íàÿâ-
íîñò³ 10 ìêìîëü/ë ãàëîïåðèäîëó, ï³ìîçèäó òà ôëóñï³ðèëåíó ñòàíîâèëè �
40,3 ± 4,9 òà 24 ± 5, �40,1 ± 3 òà 21 ± 2,9, �40,4 ± 5,2 òà 24 ± 5,3, �37,7 ± 2,9
òà 20,5 ìÂ ± 2,8 ìÂ â³äïîâ³äíî. ßê âèäíî, ³ñòîòíèõ çì³í ïîêàçíèê³â ³íàêòè-
âàö³¿ íåéðîëåïòèêè íå âèêëèêàëè, ñâ³ä÷à÷è ïðî òå, ùî áëîêóâàííÿ íå â³äáó-
âàºòüñÿ âíàñë³äîê âïëèâó íà ñòàö³îíàðíó ³íàêòèâàö³þ HERG-êàíàë³â.

Äëÿ ïîð³âíÿííÿ åôåêòèâíîñò³ òðüîõ íåéðîëåïòèê³â ó áëîêóâàíí³
HERG-êàíàë³â äëÿ êîæíîãî ç íèõ áóëà ïîáóäîâàíà çàëåæí³ñòü äîçà�åôåêò
(ðèñ. 4). ¯õ áóäóâàëè çà çìåíøåííÿì àìïë³òóäè «õâîñòîâîãî» HERG-ñòðó-
ìó, ùî âèíèêàº ïðè ñòóï³í÷àñò³é ðåïîëÿðèçàö³¿ â³ä +20 äî �55 ìÂ ó â³äïîâ³äü
íà ïðèêëàäàííÿ ð³çíèõ êîíöåíòðàö³é ãàëîïåðèäîëó, ï³ìîçèäó òà ôëóñï³ðè-
ëåíó. Àïðîêñèìàö³¿ êîíöåíòðàö³éíèõ çàëåæíîñòåé áëîêó ôóíêö³ºþ Õ³ëà ç
êîíñòàíòîþ êîîïåðàòèâíîñò³ n = 1 (äèâ. ðèñ. 4):

A/Amax = (IC50)
n/((IC50)

n + [drug]n) = 1/(1 + ([drug]/IC50)
n),

äå A = (I0 � Idrug)/I0 òà Amax= (I0 � Imax drug)/I0 áëîê ïðè çàäàí³é êîíöåí-
òðàö³¿ ðå÷îâèí òà ìàêñèìàëüíèé áëîê (I0, Idrug, Imax drug � ñòðóìè â êîíò-
ðîë³, ïðè çàäàí³é ³ ìàêñèìàëüí³é êîíöåíòðàö³¿ áëîêàòîð³â), [drug] �
êîíöåíòðàö³ÿ áëîêàòîðà, äîçâîëèëè âèçíà÷èòè êîíöåíòðàö³¿ ïîëîâèííîãî áëî-
êóâàííÿ � ²Ñ50 ³ ð³âåíü ìàêñèìàëüíîãî áëîêó � Àmax äëÿ âñ³õ òðüîõ íåéðî-
ëåïòèê³â. Âèÿâèëîñÿ, ùî çà åôåêòèâí³ñòþ áëîêóâàííÿ äîñë³äæóâàí³ ðå÷îâè-
íè ìîæíà ðîçòàøóâàòè â òàê³é ïîñë³äîâíîñò³: ãàëîïåðèäîë (²Ñ50 = 1,36
ìêìîëü/ë, À = 78 %) > ï³ìîçèä (²Ñ50 = 1,74 ìêìîëü/ë, À = 73 %) >
ôëóñï³ðèëåí (²Ñ50 = 2,34 ìêìîëü/ë, À = 57 %).

Áëîêóâàííÿ êàë³ºâèõ êàíàë³â

Ðèñ. 3. Çâåäåí³ êðèâ³ ñòàö³îíàðíî¿ àêòèâàö³¿ òà
³íàêòèâàö³¿. Êðèâ³ ñòàö³îíàðíî¿ àêòèâàö³¿ � òåìí³
ñèìâîëè òà êðèâ³ ñòàö³îíàðíî¿ ³íàêòèâàö³¿ �
ñâ³òë³ ñèìâîëè â êîíòðîë³ (êðóæå÷êè) òà çà íà-
ÿâíîñò³ 10 ìêìîëü/ë ðå÷îâèí (òðèêóòíèê �
ôëóñï³ðèëåí, ðîìáèê � ï³ìîçèä, ïåðåâåðíóòèé
òðèêóòíèê � ãàëîïåðèäîë).
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Îáãîâîðåííÿ

Äîñë³äæóâàí³ íåéðîëåïòèêè º àíòàãîí³ñ-
òàìè D2�4 äîïàì³íîâèõ ðåöåïòîð³â ³ ìà-
þòü ð³çíó ñòðóêòóðó [17]. Ï³ìîçèä ³ ôëóñ-
ï³ðèëåí ïîõ³äí³ ôåí³ëáóòèëï³ïåðèäèí³â,
à ãàëîïåðèäîë � áóòèðîôåíîíó. Íåéðî-
ëåïòèêè, êð³ì òîãî, ùî âîíè º àíòàãî-
í³ñòàìè äîïàì³íîâèõ ðåöåïòîð³â, ìîæóòü
³íã³áóâàòè ð³çíîìàí³òí³ êàëüö³ºâ³ êàíàëè:
ôåí³ëáóòèëï³ïåðèäèíè íàéá³ëüø àêòèâíî
âçàºìîä³þòü ç Ò- ³ L-òèïàìè êàëüö³ºâèõ
êàíàë³â (²Ñ50 ó ñóáì³êðîìîëÿðíîìó ä³àïà-
çîí³ [5]) ³ ìåíøîþ ì³ðîþ àêòèâí³ â³äíîñ-
íî N- ³ Ò-òèï³â êàíàë³â (²Ñ50 ó ì³êðîìî-
ëÿðíîìó ä³àïàçîí³ [14]). Áóòèðîôåíîíè
áëîêóþòü êàëüö³ºâ³ êàíàëè çíà÷íî ìåí-
øå, í³æ ôåí³ëáóòèëï³ïåðèäèíè (²Ñ50 ó
ìåæàõ äåñÿòèõ ì³êðîìîëÿ [11, 14]), àëå
âîíè òàêîæ áëîêóþòü íàòð³ºâ³ òà êàë³ºâ³
êàíàëè [11]. Ö³ äàí³ ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî
âñ³ ïîòåíö³àëêåðîâàí³ ³îíí³ êàíàëè ìàþòü
ðåöåïòîðè äëÿ íåéðîëåïòèê³â. Íàéá³ëüø
â³ðîã³äíèé ìåõàí³çì ä³¿ íåéðîëåïòèê³â �
öå çâ�ÿçóâàííÿ ç êàíàëàìè ó â³äêðèòîìó
àáî ³íàêòèâîâàíîìó ñòàí³, àëå íå â ñòàí³
ñïîêîþ.

Ñåðåä íåéðîëåïòèê³â ñòîñîâíî ¿õ
àðèòìîãåííî¿ ä³¿ íàéá³ëüø äîñë³äæåíèì º
ãàëîïåðèäîë. Êàðä³îòîêñè÷í³ñòü íåéðîëåï-
òèê³â, îñîáëèâî ãàëîïåðèäîëó, ÷àñòî ïðî-
ÿâëÿºòüñÿ ÿê ïîäîâæåííÿ QT-³íòåðâàëó òà
³í³ö³àö³ÿ àðèòì³é [6, 8, 9]. Íàéá³ëüø â³ðî-
ã³äíèì ìåõàí³çìîì äëÿ àðèòìîãåííîãî
åôåêòó ãàëîïåðèäîëó º âèñîêîàô³ííà áëî-
êàäà HERG-êàë³ºâèõ êàíàë³â ç ²Ñ50 1
ìêìîëü/ë âíàñë³äîê éîãî çâ�ÿçóâàííÿ ç
êàíàëîì â àêòèâîâàíîìó òà, ìîæëèâî, ³íà-
êòèâîâàíîìó ñòàí³ [20].

Ó íàø³é ðîáîò³ ìè ðîçøèðèëè êîëî
íåéðîëåïòèê³â, ä³ÿ ÿêèõ ðîçãëÿäàºòüñÿ íà
HERG-êàíàë, âêëþ÷èâøè äîäàòêîâî äî
ãàëîïåðèäîëó ôåí³ëáóòèëï³ïåðèäèíè ï³-
ìîçèä ³ ôëóñï³ðèëåí. Ìè ïîêàçàëè, ùî
áëîê êàíàë³â HERG âñ³ìà òðüîìà àãåíòà-
ìè ðåàë³çóºòüñÿ ó îäíîìó ³ òîìó æ ä³à-
ïàçîí³ êîíöåíòðàö³é, ç ²Ñ50 1,36, 1,74 ³
2,34 ìêìîëü/ë ³ âåëè÷èíàìè ìàêñèìàëü-

Â. Ì. Îñèïåíêî òà ³í.

Ðèñ. 4. Äîçîçàëåæí³ñòü áëîêóâàííÿ
HERG-³íäóêîâàíîãî ñòðóìó íåéðî-
ëåïòèêàìè: à � ãàëîïåðèäîë, á �
ï³ìîçèä, â � ôëóñï³ðèëåí. Íà êîæ-
íîìó ãðàô³êó òî÷êè â³äïîâ³äàþòü ñå-
ðåäíüîìó çíà÷åííþ áëîêó HERG-
ñòðóìó â³äïîâ³äíîþ êîíöåíòðàö³ºþ
íåéðîëåïòèêà (ê³ëüê³ñòü ïðîòåñòîâà-
íèõ êë³òèí âêàçàíî â äóæêàõ), à
ñóö³ëüí³ êðèâ³ � àïðîêñèìàö³¿ ôóí-
êö³ºþ Õ³ëà, çà ÿêîþ âèçíà÷àëàñü
åôåêòèâí³ñòü áëîêóâàííÿ ñòðóìó äà-
íîþ ðå÷îâèíîþ. Çíà÷åííÿ êîíöåíò-
ðàö³¿ ïîëîâèííîãî áëîêóâàííÿ ²Ñ50 òà
ìàêñèìàëüíîãî áëîêó ïîäàíî â òåêñò³.

à

á
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íîãî áëîêó 78, 73 ³ 57 % äëÿ ãàëîïåðèäîëó, ï³ìîçèäó òà ôëóñï³ðèëåíó â³äïî-
â³äíî. Òðè äîñë³äæóâàí³ ðå÷îâèíè ìîæíà ðîçòàøóâàòè ó òàê³é ïîñë³äîâíîñò³
çà ñèëîþ áëîêóþ÷î¿ ä³¿: ãàëîïåðèäîë ≥ ï³ìîçèä > ôëóñï³ðèëåí. Íàø³ ðå-
çóëüòàòè ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî ãàëîïåðèäîë, ï³ìîçèä ³ ôëóñï³ðèëåí áëîêóòü
êàíàëè HERG ïåðåâàæíî ó â³äêðèòîìó ñòàí³, ïðè ñèëüí³é ³íàêòèâàö³¿ áëîê
êàíàë³â çìåíøóºòüñÿ. Âçàºìîä³ÿ íåéðîëåïòèê³â ïåðåâàæíî ç â³äêðèòèì ñòà-
íîì êàíàëó HERG óçãîäæóºòüñÿ ç ìåõàí³çìîì ³íäóêîâàíî¿ íåéðîëåïòèêàìè
áëîêàäè ³íøèõ òèï³â ïîòåíö³àëêåðîâàíèõ êàíàë³â.

V. N. Osipenko, V. E. Degtiar, V. G. Naidionov, Y. M. Shuba

THE BLOCKADE OF HERG K+ CHANNELS EXPRESSED
IN XENOPUS OOCYTES BY NEUROLEPTIC AGENTS

We have investigated the effects of neuroleptic agents, haloperidol, pimozide and
fluspirilen, that are used in clinics to treat psychiatric disorders, but reportedly
have proarrhythmic side effects, on HERG-encoded K+ channels responsible for the
rapid component of cardiac dalayed rectifier K+ current, IKr. All three agents blocked
HERG-directed IKr in Xenopus oocytes in a voltage-dependent manner. The extent of
the blockade increased with depolarization correlating with channels activation
consistent with open-channel blocking mechanism. The ²Ñ50 values for the haloperidol-,
pimozide- and fluspirilen-induced blockade of fully activated IKr were 1.36, 1.74 and
2.34 mñM respectively. Neuroleptics did not affect the HERG channels steady-state
activation and inactivation properties. Thus, the blockade of HERG channels may
underly proarrhythmic actions of neuroleptics resulting in a slowing down of the
repolarization phase of cardiac action potential, and prolongation of the
electrocardiographic QT interval.
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