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1. UVOD

Srde¢ni onemocnéni jsou dnes jednou z nejcastéjSich pfiin amrti a vyznamnym
faktorem zkracujicim délku Zivota.

Pro zajisténi jejich ucinné a selektivni 1é€by je nezbytné hledat hlavni piiciny
poruch srdec¢ni funkce ptedev§im na bunééné urovni, kde se odehrava série procest
zapocatych vznikem elektrického vzruchu a koncicich bunécénou kontrakci. Praveé
zde dochézi za urcitych podminek k neptiznivému ovlivnéni bunéénych dé&ji, které
svymi disledky naruSuje zékladni bunééné funkce a finaln€¢ 1 funkci celého
srde¢niho svalu.

DiileZitou soucasti vyzkumu podstaty téchto procesi stejné jako mechanismu
ucinku farmak je vypoctové modelovani. Prispiva k vysvétleni experimentalné
ziskanych vysledkii, ovéieni navrZenych hypotéz a v neposledni rFadé také
k pochopeni komplexnosti a vzijemnych vztahii mezi jednotlivymi déji, které
na srde¢nich bunkach probihaji.

2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Charakteristikou sou€asnych modelt funkce srdecnich bunék je snaha o detailni
popis vSech mechanismi, které se ptimo ¢1 nepiimo podileji na jejich elektrické a
mechanické aktivité. Podstatnymi strukturdlnimi prvky buinky zhlediska tohoto
popisu jsou:

B sarkolema (bunéénd membréana) odd€lujici vnitini prostfedi bunky od okolniho
mezibunécného prostoru a zajistujici transportni funkce. Je opatiena transverzal-
nimi tubuly zprostiedkovavajicimi pfenos vzruchu do nitra buiiky.

B cytoplazma obsahujici intracelularni roztok biologicky aktivnich latek (ionty,
organické kyseliny, bilkoviny aj.).

B svazek myofibril obsahujici vldkna myozinovych a aktinovych makromolekul,
které zprosttedkovavaji bunéénou kontrakci.

m sarkoplazmatické retikulum (SR) skladujici ionty Ca? : pro bunécnou kontrakei.

B mitochondrie vytvatejici adenozintrifosfat (47P), ktery je nezbytny jak pro
kontrakci a relaxaci bunky tak i pro funkci aktivnich transportnich mechanismai.

Mezi priikopnické prace, které jsou zakladem vétSiny dnes vytvarenych modeld,
patii predevSim kvantitativni popis elektrickych déji na bunkéch Purkyiovych
vldken (DiFrancesco a Noble [6]) a popis vazby mezi excitaci a kontrakci u
sitovych bunék kralika (Hilgemann a Noble [9]). Zdokonalovani téchto modelt je
uzce spojeno zejména s presnéjSim kvantitativnim vyjaddienim bunéénych mecha-
nismi fidicich transport iontd Ca’” a jejich interakci s bilkovinami kontraktilniho
aparatu. Ukazuje se také nutnost dal$tho vymezeni bunéénych kompartmenti, ve
kterych dochdzi k vyznamnym iontové-koncentratnim zméndm ovliviiujicim fetézec



déji zakoncenych bunécnou kontrakci. Piiklad schematické reprezentace modelu
bunky srde¢niho svalu, ktery vystihuje soucasnou uroven kompartmentizace, je
ilustrovan na obr. 1.
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Obr. 1 Schematicka reprezentace soucasnych modelu srdecni bunky

V oblasti vyzkumu Gc¢inku farmak na funkci srdecnich bun¢k mé nepostradatelny
vyznam také sestavovani matematickych modeli popisujicich interakce specifickych
latek s membranovymi transportnimi bilkovinami. Velkou skupinou téchto latek
vyuzivanych pii 1€cbé srdecnich arytmii jsou blokatory membranovych kanali
(propafenon, verapamil, trimekain atd.).

2.1 Soucasné modely blokady membranovych kanali

Matematické modely blokddy membranovych kanali jsou dnes sestavovany
na zaklad¢ kinetickych schémat, které jsou odvozeny z experimentalnich dat a
vystihuji jednotlivé predpokladané stavy, kterymi kandly pfii interakci s blokatory
prochéazeji. Vzhledem k zaméteni této prace je v nasledujicich podkapitolach véno-
vana pozornost vyhradné analyze soucasného stavu modell popisujicich blokadu
Ina-kandli propafenonem a blokadu Iy,-kanalt 4-aminopyridinem.

2.1.1 Modely blokady Iy,-kanali propafenonem

Propafenon je latka s antiarytmickymi u€inky, ktera u srdecnich bunék blokuje
sodikové kandly zprostfedkovavajici membranovy depolarizani proud Iy,. Podle
klasifikace navrZzené autory Sicilského Gambitu v roce 1992 patii mezi blokatory,
které se k In,-kanalu vazou v jeho otevieném stavu a uvolnuji v jeho zavieném
stavu. Pfestoze vyzkum interakce propafenonu se sodikovymi kanaly je predmétem
fady publikovanych zahrani¢nich praci [11, 14, 15, 16, 22], nebyla doposud podana



jednoznacna a plné€ piijatelnd interpretace mechanismu jeho U¢inku zakoncCena
kvantitativnim popisem.

2.1.2 Modely blokady Ik,-kanali 4-aminopyridinem

4-aminopyridin (4-4P) je organicka latka, kterd selektivné blokuje draslikové
kanaly zprostfedkovavajici membranovy repolariza¢ni proud Ix,. V disledku potla-
¢eni tohoto proudu dochézi k prodlouzeni tzv. refrakterni faze bunky, béhem které
je podstatné sniZena citlivost bunééné membrany na vnéjsi podrazdéni.

Soucasnou interpretaci mechanismu této blokady Ize ve strucnosti shrnout do
nasledujicich bodu:

m Blokdda nartstd pfiklidovém membranovém napéti a to v dusledku vysoké
afinity 4-AP k receptorim pln¢ zavienych Ig-kandld. Jeji pozvolny pokles po
depolarizaci membrany je naopak podminén sniZovanim vazebné afinity pro 4-4P
béhem kanalové aktivace [4, 5].

m Blokada v otevieném stavu kandlu je nevyznamna [4, 5].

m Blokada a inaktivace kanalu se vz4djemné vylucuji [4, 5].

Vzhledem k tomu, Ze vSak tato navrzend interpretace blokady a z ni vychézejici
modely nepodavaji uspokojivé vysvétleni vSech naSich experimentalnich vysledki
byla navrZena alternativni hypotéza blokady, ktera je zakladem nového matema-
tického modelu ptedstaveného v kapitole 7.2.

3. CIL DISERTACNI PRACE

V néavaznosti na dostupné experimentalni tidaje z nasich a zahrani¢nich publikaci
(citovano v textu) je hlavnim cilem této prace:

1. Sestaveni vypoctovych modelti s matematickym popisem procest probihajicich na
bunikach srdecni pfevodni soustavy a pracovni Casti myokardu savcl. S jejich
vyuzitim jsou v praci provedeny simulace charakterizujici pti¢iny vzniku a pribéh
membranovych proudd, akéniho napéti, iontové-koncentra¢nich zmén (v buné¢-
nych a mimobunéénych kompartmentech), bunééné kontrakce a v neposledni radé¢
1 restitu¢nich procest nasledujicich po kazdé bunécné excitaci.

2. Sestaveni matematického modelu funkce sodikového kanalu (zkracené Iy,-kanalu)
blokovaného propafenonem a modelu funkce draslikového kanalu pro prechodny
proud z bunky (zkracené Ig,-kanélu) blokovaného 4-aminopyridinem. Ovéieni
spravnosti navrzenych modelti je provedeno na zdklad¢ srovnani vysledki
vypoctového modelovani s vysledky experimentii. V zavére¢né fazi jsou prove-
deny simulace charakterizujici ucinek uvedenych blokdd na potlaceni srdecnich
arytmii.



4. EXPERIMENTALNI ZAKLAD

Zakladem vyzkumu funkce srdecniho svalu na bunéné drovni jsou
experimentalni prace zkoumajici pfi¢iny odezev bunck (zmény membranového
napéti, membranovych proudl, iontovych koncentraci a kontrakce burnky) na
elektrické podrdzdéni za fyziologickych a farmakologicky ovlivnénych podminek.

4.1 Metodika

Mezi zékladni metody, které se pouzivaji pii méfeni napéti a proudid na
membranach izolovanych srde¢nich bunék, patii metoda vnuceného napéti a metoda
vnuceného proudu. Hlavnim problémem pii méfeni membranového napéti je ziskani
elektrického kontaktu s intraceluldrnim prostorem bez funkéniho poskozeni buriky.
Tento proces se uskuteciiuje prostfednictvim specidlnich mikroelektrod (el, e2 viz
obr. 2) naplnénych vhodnym elektrolytem, které se z jedné strany kuzelovité zuzuji
az na prumér fadove 100 nm.

Obvykle se membrana ptipojuje ke zdroji pravouhlych (méné casto pilovych)
napétovych impulsii a registruji se proudové odezvy (metoda vnuceného napeti).
Testuji-li se naopak vlastnosti membrany impulsy z proudového zdroje za
soucasného sledovani odezvy membranového napéti, jednd se o metodu vrnuceného
proudu. Mozné uspotadani méticiho obvodu pro ziskdni experimentalnich dat
ilustruje obr. 2.
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Obr. 2 EIL obvod pro méreni proudové (poloha pr. 1) a napétove (poloha pr. 2) odezvy

—— T

4.2 Vysledky experimentalnich praci

V této kapitole jsou zobrazeny vysledky experimentalnich praci nezbytné pro
sestaveni matematického modelu funkce Iy,-kanalu blokovaného propafenonem a
modelu funkce Ig,-kanalu blokovaného 4-aminopyridinem. Jednd se o prubchy
vystihujici normalizované maximalni velikosti membranovych proudu Iy, a Iy,
dosazené b&hem testovacich impulst specidlné navrZzenych stimulaénich protokoli
v podminkach absence (kontrola) a pfitomnosti pfislusného blokatoru. Z poméri
hodnot téchto prabéhii (blokator/kontrola) lze pak vyjadiit pfibliznou uroven
blokady uvedenych kanalli (frakci blokovanych kanalti) béhem a po ukonceni
depolarizace bunééné membrany.



4.2.1 Blokada Iy,-kanala propafenonem béhem a po ukon¢eni depolarizace

Blokada Iy,-kanalii propafenonem byla experimentalné vySetfovana na izolova-
nych komorovych buiikach laboratornich potkant [25, 26]. Stimula¢ni protokoly
s intervaly 7; a T, (obr.3a,b) byly navrZeny tak, aby vzijemné poméry proudi
[Na,max,rel(propafenon) a ]Na,max,relﬂcontrola) (ViZ prﬁbéhy na obr. 3a>b) méfenyCh b&hem
testovacich impulsi charakterizovaly velikost blokddy Iy.,-kanali (za ptsobeni
0.2 uM propafenonu) béhem a po ukonceni 0.5 s trvajici depolarizace na hladiné
-20 mV. Vysledna rekonstrukce pribehu blokady (f,,) dana vztahem:

ﬁl = 1 - I Na’max,rel(propafenon)/ INa,max,rel(kontmla) ,

je spolecné s korekcei chyby této metody vykreslena na obr. 3c.

a) b

ey

kontrola
kontrola

propafenon 0.2 uM propafenon 0.2 uM
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o
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Obr. 3a,b,c Rekonstrukce prubéhu blokady Iy,-kanadlii propafenonem
behem a po ukonceni 0.5 s trvajici depolarizace

Z dan¢ experimentalni rekonstrukce ¢asového pritbéhu blokady vyplyva, Ze:

m béhem depolarizace bunééné membrany (pii napéti —20 mV) je afinita kandlo-
vych receptorii k vazbé s propafenonem vysokd, zatimco pii klidovém napéti
(U,=-80 mV") nizka.

m rychlost vyvoje blokady béhem depolarizace ma dvoufazovy charakter. Pocatecni
rychly nariist probihd béhem otevieni kandld, zatim co nésledujici exponencidlni
narist (s ¢asovou konstantou 7;) béhem inaktivace kanali.



m dvouexponencialni pribéh zotaveni z blokddy po ukonceni depolarizace (Casové

konstanty 17, a 17;) patrn€ souvisi sriznou rychlosti uvolnéni propafenonu
z vazebnych mist inaktivovanych a neinaktivovanych blokovanych kanala.

4.2.2 Blokada Ig,-kanali 4-aminopyridinem

Blokada Ig,-kanalti 4-aminopyridinem (4-4P) byla experimentalné vySetfovana
na psich papilarnich svalech a trabekulach [23, 24]. Rekonstrukce pribéhu blokady
(obr. 4c) byla vtomto piipadé provedena béhem a po ukonceni Is trvajici
depolarizace na hladin€¢ 20 mV a to na zdklad¢ prubéhti hodnot Ik, max - (kontrola,
4-AP) métenych béhem testovacich pulsii (obr. 4a a 4b).

a) b)
20mV  test 20mV test

protokol 4 oo\, protokol somv| |1
Ty 1s

X ' x k'ontrg\Ia

1mM
2 mM

IKto,max,rel
o
(6)]

x 4 mM -
0 Z. h.' +0.17 (n=20 pro 1 mM, n=6I pro 2 mM, n=l2 pro 4 mM) - X -
0 0.2 0.4 0.6 0.8 10 5 10 15 20
T [s] T2 [s]
20 mV—|_| c)
-80 m\/
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Tigmwy=0.23s T mm= 3.6
poéz’tteéhi narust f;, Ti@m = 0.29s T mM)i 235
Tigmwy= 0325 Togmmy = 1.6s
0 ! ! )
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t[s]

Obr. 4a,b,c Rekonstrukce priibéhi blokady I,,-kanalu 4-aminopyridinem
béhem a po ukonceni Is trvajici depolarizace

Z provedené rekonstrukce Casovych prubéhii blokady vyplyva, Ze:
m pii klidovém napéti (-80 mV) je afinita receptort Ig,-kanalt k vazbé se 4-AP
vysoka (fy.= ~70 % pro I mM 4-AP, ~85 % pro 2mM 4-AP a ~90 % pro 4 mM

4-AP) zatimco po depolarizaci (na napcti 20 mV) nizkd. Tento efekt je
charakteristicky pro tzv. reverzni napét'ovou zéavislost blokady.
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m rychlost vyvoje blokady pii klidovém napéti je n€kolikandsobn€ nizs§i (7 muy
=368, Tomy =258, Toumw = 1.6 5) nez rychlost zotaveni z blokady béhem
depolarizace (T](] mM) = 0.23s, Ti2mm = 0.29s, T mm = 0.32 S).

m vzrist blokady (o ~3 %) v pocatecni fazi depolarizace naznacuje, ze vazba 4-AP
k receptoriim Ig,-kanalli probihd nejen v jejich zavienych stavech, ale 1 v
otevieném stavu.

m pokles blokady pii prodlouzené depolarizaci nasvédCuje tomu, Ze afinita 4-AP
k vazebnym receptorim inaktivovanych Ix,-kandli je zanedbatelnd, nebo Ze
blokada a inaktivace kanalu se vzajemné vylucuji.

5. METODIKA SESTAVENI VYPOCTOVYCH MODELU

Numerické feSeni matematického popisu elektrickych, chemickych a
mechanickych procesi na buiice myokardu je provedeno prostiednictvim
vypoctového modelu (obr. 5) sestaveného v jazyce Turbo Pascal 7.0. Tento model je
rozdé€len do jednotlivych bloki, které slouZzi pro:

m zadani vstupnich udaja,

m kontrolu vstupnich tdaji a spusténi vypoctu,

m feSeni soustavy diferencialnich a algebraickych rovnic,
m kontrolu chyby aproximace a zménu integracniho kroku,
m kontrolu vystupnich udaji a doby vypoctu,

m graficky vystup a vypis vypoctenych hodnot.

start Dl vstup <
¢ | chyba A

: vypocet

v

kontrola chyby

v

vystup

v

kontrola vvpodétu

€>€max

{<tend t>tend

chybna vystupni hodnota

Obr. 5 Blokova struktura vypoctového modelu
Reseni soustavy diferencialnich rovnic (matematicky model) je provedeno dle

Mersonovy formule, kterd umoziuje pfimy odhad chyby aproximace, a tedy i zménu
integracniho kroku béhem vypoctu.
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6. VYPOCTOVE MODELOVANI

Vypoctové modelovani fyziologickych procesti na bunkéach srde¢niho svalu je
vyznamnym nastrojem piispivajicim k hlub§imu pochopeni:

m autonomnich vlastnosti srdce (Fizeni srdecni funkce i nezavisle na CNS).
m mechanismu vzniku vzruchu na bunkach myokardu.
m vazby mezi excitaci a kontrakci.

Za timto uUCelem byly sestaveny matematické modely popisujici elektrické,
chemické a mechanické déje, které probihaji na bunikdch srde¢ni prevodni soustavy
a na bunkdch pracovni ¢asti myokardu. Matematické formulace jednotlivych
bunécnych mechanismt byly odvozeny z experimentalnich vysledki v souladu
teoriemi a hypotézami uvedenymi v disertani praci. V nasledujici podkapitole je
strucné popsano sestaveni modelu pro ptipad builky pracovni ¢asti myokardu, na
kterém byly provedeny zakladni simulace bunééné funkce (kap.6.2).

6.1 Model burniky pracovni ¢asti myokardu

Cilem matematického popisu a simulace dé&jti na buiice pracovni ¢asti myokardu
bylo pfispét k objasnéni zakladnich fyziologickych procest, které vedou ke vzniku
elektrického vzruchu a iontové - koncentracnim zméndm v jednotlivych bunécnych
kompartmentech. Matematicky model byl sestaven na zaklad¢ experimentéalnich
praci na izolovanych srde¢nich buiikach morcat [7, 8, 12, 18, 19] s vyuzitim
kvantitativniho popisu uveden¢ho v publikaci [20]. Schéma struktury matematic-
kého modelu je zndzornéno na obr. 6.

Casove zavislé proudy Casove€ nezavislé nelinearni proudy

INa ICa IK IKl IK(Ca)

H extracelularni prostor

podpovrchova myoplazma

sttedni myoplazma Na;' || Na;~
Jea hluboké myoplazma
sup/mid - -
J o Ca; Ca,
Ca,mid/dip
+ +
I<i Ke
INarca Inax atp Inap lcap Igp ~ bunéénd membrana
vymeénné proudy ¢asové nezavislé linearni proudy

Obr. 6 Schéma struktury matematického modelu bunky pracovni éasti myokardu
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6.2 Simulace
Nasledujici grafy (obr. 7a,b) zobrazuji vysledky simulaci na matematickém
modelu sestaveném podle obr. 6. Jedna se o veli€iny, které se vyznamné podili na
bioelektrické aktivité¢ uvedenych bunék.

lca [NA]

Seznam zobrazenych veli¢in

Up membranové napéti
Ina sodikovy ptechodny proud
Ic. vapnikovy prechodny proud
I draslikovy zpozdény proud
Ix(ca) draslikovy okamzity proud (Ca-senzitivni)
Ik, draslikovy okamzity proud (Ca a K-senzitivni)
INa/Ca sodiko-vapnikovy vyménny proud
Inaxatp | sodiko-draslikovy vyménny proud
Cagrypy | koncentrace Ca’" v nabiraci &asti SR
Casrel | koncentrace Ca”" v uvoliiovaci ¢asti SR
Cajsup koncentrace Ca”" v intracelularnim prostoru I
50 T T T
0 o P
501 7
-100 ' ' '
0.5 1 1.5 2
0 . . .
-30r 7
_60 1 1 1
0 0.5 1 1.5 2
0 T T T
2t -
At -
0 0.5 1 1.5 2
t[s]

Obr. 7a Simulace déjii na burice pracovni ¢asti myokardu
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@
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s
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@
0 0 1 1 1
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t[s]
Obr. 7b Simulace déjii na buiice pracovni casti myokardu
Zhodnoceni

m Elektrické podrazdéni membrany builky myokardu aktivuje rychly sodikovy
proud Zy,, ktery je pfiCinou jeji okamzité depolarizace (viz U,,).

m Aktivace vapnikového proudu /., v pribéhu depolarizace spousti fetézec déju

vedouci k pfechodnému zvySeni intracelularni vapnikové koncentrace Ca;y,,
o r o <] + A roowr . . r .

(dasledek vyplaveni iontd Ca’* z uvoliiovaci &asti sarkoplazmatického retikula
(Casger) a jejich opétovného vychytavani do nabiraci Casti (Cagg ) a nasledné
bunécné kontrakei.

m Navrat bun¢k do rovnovazného stavu charakteristického klidovym membranovym
napétim je podminén repolariza¢nim u¢inkem draslikovych proudit (o), Ik, Ix1)-

r : r r i o + + . v 4 . J4

Rovnovaha intracelularni koncentrace iontli Na*, Ca” a K je zajisfovana zejména
vyménnymi proudy Iy, x arp @ Ina/ca-
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7. Vypoctové modelovani blokady membranovych kanali

7.1 Blokada Iy,-kanali propafenonem

Cilem matematického popisu a simulace blokady Iy,-kanali propafenonem [A2,
A3, A8, A10] bylo pfispét k detailnimu objasnéni interakce propafenonu
s vazebnymi receptory Iy,-kandli a ke kvantitativnimu vyjadieni UCinku této
interakce na potlaeni srdecnich arytmii. Jako zdklad pro sestaveni matematického
modelu bylo vyuzito experimentalnich vysledki ziskanych v pokusech na srde¢nich
burikach laboratornich potkanti (kap. 4.2.1) a zahrani¢ni publikace [2].

7.1.1 Hypoteticky vyklad procesu blokady

V souladu s uvedenymi experimentalnimi vysledky v kap. 4.2.1 lze hypotézu
procesu blokady (ilustrovano na obr. 8) shrnout do nasledujicich bodii:

B Vazebné misto pro blokadu propafenonem se nachédzi uvnitt Iy,-kanalu, pficemz
jeho afinita k propafenonu se méni v zavislosti na konforma¢nich zménach kanalu
(hypotéza modulovaného receptoru) béhem aktivace (ptechod S.—S,) a inaktivace
(pfechod S,—S;). Z experimentélnich vysledki vyplyva, ze v zavienych stavech
(S., S;) je tato afinita mala, zatim co v otevieném (S,) a otevieném-inaktivovaném
stavu (§;) velka.

m Z dvoufazového vyvoje blokddy béhem depolarizace (obr. 3c) lze vyvodit, ze
rychlost blokaddy je nejvétsi v otevieném stavu kandlu (S,), zatimco b&hem
inaktivace (pfechod S,—S;) se zmenSuje. Hlavni proces vedouci k blokadé kanalu
v otevieném stavu probiha bud’ prostfednictvim elektroneutralniho propafenonu
difundujiciho pfes membranu piimo k vazebnému mistu uvnitt kanalu (pfechod
S,—B,) a nebo prostfednictvim kladn€ nabitého (protonovaného) propafenonu
pies otevieny kanal. Blokada inaktivovanych kanali je napétoveé nezavisla.

® Dvoufazovy pokles blokady po ukonceni depolarizace (obr. 3c) naznacuje, ze
uvolnéni propafenonu z vazebného mista probihd nejprve vétsi rychlosti piimo ze
zavieného inaktivovaného stavu kanalu (pechod B, —S;") a nasledng po zotaveni
z inaktivace (ptechod B, —B.) pomaleji ze zavieného neinaktivovaného stavu
(ptechod B.—S,).

Vzhledem k tomu, ze doposud provedené (naSe) experimentalni prace [25]
charakterizujici blokadu Iy,-kanalli propafenonem byly provedeny jen pro jednu
hladinu depolariza¢niho napéti (-20 mV — kap. 4.1.1), nebylo mozné kvantifikovat
piipadnou napétovou zavislost blokady. Z tohoto diivodu byl pro prvotni kvantita-
tivni popis navrzen model charakterizujici vylucné elektroneutralni proces blokady
pies bunéénou membranu.
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depolarizace
—_—>

repolarizace
—

propafenon

aktivaéni inaktivaéni A protonace

retézce v Fetézec v

Obr. 8 Schéma predpokildadanych zdkladnich stavii Iy,-kanalu blokovaného propafenonem

7.1.2 Sestaveni matematického modelu

Sestaveni matematického modelu procesu blokady zahrnuje dvé Casti. V prvni
bylo nutné vytvofit matematicky model funkce neblokovaného Iy,-kandlu (na
zéklad¢ vlastnich a zahrani¢nich experimentl [2] ) a v druhé tento zdkladni model
doplnit o popis prechodli do blokovanych stavii. Kinetické schéma charakterizujici
predpokladané kanalové stavy a pfechody u vysledného modelu je vykresleno na
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obr. 9. Afinita Iy,-kanalu k vazbé& s propafenonem stejné jako rychlost procesu vazby
(blokady) jsou pro zakladni neblokované stavy (S.;, S,, Si;, Sis) ur€eny rychlostnimi
konstantami a;, b;, a, by, a; b;, a, b, a koncentraci propafenonu (Cp)
v extracelularnim roztoku. Parametr k vyjadiuje ovlivnéni rychlosti inaktivace a
zotaveni z inaktivace u blokovanych kanali.

Uvedené rychlostni konstanty a parametr £ byly nejprve piiblizn¢ odhadnuty
z experimentalni rekonstrukce casového vyvoje blokady (obr.3c) a nasledné
optimalizovany prostfednictvim opakovanych simulaci s vyuzitim genetického
algoritmu. Kritériem pro ukonceni optimalizace byla ptibliznd shoda (>95 %)
simulovanych a experimentdln¢ ziskanych pribéhit hodnot Iy, ... (obr.3ab)
charakterizujicich velikost blokady Iy,-kanali béhem a po ukonleni 0.5 s trvajici
depolarizace (na hlading -20 mV) pti koncentraci propafenonu 0.2 uM.

Po nalezeni zakladnich rychlostnich konstant vzniku a zotaveni z blokady byly
odvozeny také zbyvajici rychlostni konstanty charakterizujici vazbu propafenonu na
prechodné stavy (S.,, S¢s, Si, Si3 - prechody jsou vyznaceny ¢arkované na obr. 9).
Dodrzeni podminky detailni mezistavové rovnovihy v kazdé smycce kinetického
schématu si vyzadalo zavedeni Ctyt parametrt (k. ki, kin, ki) vyjadiujicich jak
zménu rychlosti blokddy a vazebné afinity v téchto pfechodnych stavech, tak 1
zménu rychlosti aktivace a deaktivace u blokovanych kanali.

200,

azkip -Cp a3-Cy

3 Olin’ kbl

Burk?/(kew' ki) il Burk?/(kev* ki)

2
a1-Cy arke, Gy

ok (ki Kee) otk (i +Koe) otk/(KipKee)
30{«m'kbc 2am'kbc am'kbc
Bm'kcb 2Bm'kcb 3Bm'kch
B B., B

Obr. 9 Vysledné kinetické schéma Iy,-kanadlu blokovaného propafenonem
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Matematicky popis mezistavovych piechodi u Iy,-kanalu blokovaného
propafenonem

m Rychlostni konstanty kanalové aktivace

o - 1726:(U, +59.25)
" 1-exp(-0.55- (U, +59.25))

B, =3800-exp(-0.0723- (U, +61)),

m Rychlostni konstanty kanalové inaktivace

o - 15.518
" 1+exp(0.188- (U, +68.2)’

~ 18.77 - (U, +74.4)
1—exp(—0.399- (U, +74.4))

Bu

m Rychlostni konstanty procesu blokady a zotaveni z blokady

al = 1.049x10” [s"-umol™1] | b1 = 0.202 [s]
a2=7179 [s'-umol 1] |b2=67.64 [s]
a3=118 [s"umol™1] |b3=0.1112  [s']
a4 =2.68x10" [s"-umol 1] |b4 =5.15 [s]

m Parametry ovliviiujici aktivaci a inaktivaci blokovaného Iy, -kanalu

ke = (al/a2)'? =0.00527  |Kky. = (b1/b2)"” =0.144

ki, = (a4/a3)"* =0.131 kp; = (b4/b3)"° =3.592

k=0.0092

7.1.3 Simulace prabéhu blokady béhem a po ukonceni depolarizace

Piima simulace pribéhu blokady Iy.,-kanalt (pii ptisobeni 0.2 uM propafenonu)
b&hem a po ukonceni 0.5 s trvajici depolarizace na hladin¢ —20 mV je vykreslena na
obr. 10a. Velikost blokady (f;;) je v tomto piipad¢ dana souctem pravdépodobnosti
vyskytu kandlu ve vSech blokovanych stavech (XB.+2B;+B,) v kterémkoliv okam-
ziku béhem vySetfovanych intervalii. Na obr. 10b je vykreslena také experimentalni
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rekonstrukce f,; provedena v kap. 4.2.1. Ze srovnani obou prab&hl vyplyva, ze
matematicky model je schopen reprodukovat experimentdlné zjistény dvoufazovy
vyvoj blokady béhem depolarizace (rychly skok béhem otevieni kanalti nasledovany
exponencialnim rastem béhem inaktivace kanall - 7;) a dvoufazovy pokles blokady
(7, a 73) po navratu membranového napéti na klidovou hodnotu —-80 mV'.

Pfi¢ina rozdilu v Grovnich ustalené blokady pii klidovém napéti -80 mV je dana
chybou vznikajici pii experimentéalni rekonstrukci blokady. Vypoctova analyza této
chyby je provedena v disertacni praci.

-20 mV
a _| b
s ) B )
1 T,=478 ms 7,=410 ms
Ty 1,=1 U 1,=140 ms
505 /\Tz 1ms ﬂ‘fz 13=2,7 ms
3 0. R e S L — I
\ simulace ‘x experiment T
—— L — T :
0 i
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
t[s] t [s]

Obr. 10a,b Pritbeh blokady behem a po ukonceni depolarizace (simulace, experiment)

7.1.4 Simulace antiarytmickych uéinkd propafenonu

Vlivem vazby propafenonu na receptory In,-kanali béhem pravidelné excitace
dochazi pti nésledujici pred¢asné stimulaci k blokovani proudu /7, a tim k potlaceni
nepravidelné depolarizace buiiky. V duasledku tohoto potlaceni pak nemize dojit k
plnému rozvinuti proudu Ic,, a proto také ani k vyznamnému zvySeni volné
intracelularni koncentrace iontt Ca’", ktera spousti bundénou kontrakei.

Ptiklad simulaci vystihujicich tyto antiarytmické u¢inky propafenonu je vykreslen
na obr. 11a,b. Z uvedenych grafii vyplyva, Ze pii nepravidelné stimulaci bunécné
membrany v podminkdch absence propafenonu (v extracelularnim roztoku) nastava
rozvinuti nepravidelné excitace (obr.11a), zatimco za plisobeni (.2 uM propafenonu
dochazi kjejimu vyraznému potlaceni (obr.11b). Takto potlacend excitace jiz
zpravidla neni schopna dalSiho Sifeni na okolni buriky.

a) b)

— 20 neprévidelné excitace | 1] potlaéenineprévidelné ‘
E 0 / 1 excitace
€ -50r 1t '
)
_100 1 1 ] 1 1 1
0 0.5 1 1.5 2 0 0.5 1 1.5 2
t [s] t[s]

Obr. 11a,b Simulace ucinku propafenonu na potlaceni extrasystol
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7.2 Blokada Ig-kanali 4-aminopyridinem

Cilem matematického popisu a naslednych simulaci 4-aminopyridinem vyvolané
blokady Ix-kanala bylo piispét k detailnimu vysvétleni experimentalnich vysledki
uvedenych v kap. 4.2.2 a k vySetfeni ucinku této blokddy na modulaci prabéhu
ak¢niho napéti.

7.2.1 Hypoteticky vyklad procesu blokady

Jak jiz bylo zminéno v kap. 2.1.2, vychazi sou€asna interpretace procesu blokady
z ptedpokladu, Ze vazba 4-AP k receptorim Ig-kanali je napétové nezavisla a
probihd ptedev§im v zavienych stavech kanalii s afinitou modulovanou jejich
konforma¢nimi zménami [4, 5]. Protoze vSak tato interpretace neposkytuje piijatelné
vysvétleni vSech naSich experimentalné ziskanych prabéhli blokddy (zejména
piechodny narlst f,, na zacatku depolarizace - viz obr. 4c), byla pro matematicky
popis navrzena alternativni hypotéza [Al1], ktera zahrnuje 1 napétové zavislou
blokadu Ik,-kanali v jejich otevienych stavech (viz obr. 12).

Pro jeden Ix-kanal lze tuto hypotézu shrnout do nasledujicich bodii:

m Blokdda kanalu nastdvd nejen v jeho zavienych stavech (ptechod S.—B.),
ale i v otevieném stavu (prechod S,—B,").

m V zavienych stavech dochazi k blokad¢ prostiednictvim elektroneutralnich
(deprotonovanych) molekul 4-4P [4, 5].

B V otevieném stavu kandlu je blokdda napétoveé zavisla. Probiha prostfednictvim
kladng nabitych (protonovanych) molekul 4-4AP", které se skrze otevieny kandl
vazou na jeho vnitini receptory (pravdépodobnd pfiCina vzristu f,; na zacatku
depolarizace — viz obr. 4c).

m Inaktivace kanalu (pfechody S,—S; S.—S;) a jeho blokada se vzajemng vyluduji
[4, 5] (pravdépodobna pticina poklesu f,; béhem delsiho trvani depolarizace — viz
obr. 4c¢).

m Po navézani kladné nabitého 4-4P" na otevieny kanal (stav B,") miize dojit k jeho
deprotonaci na neutralni 4-AP (pfechod B, —B, ).

m Blokovany kanal se miize deaktivovat jak s navazanym 4-AP v protonovaném
stavu (ptechod B,"— B,'), tak i v deprotonovaném stavu (pfechod B,—B.).
Kinetika aktivace a deaktivace kanalu je pfitom v blokovanych stavech stejna jako
v neblokovanych stavech.

Mnohé experimentalni prace také naznacuji, Ze aktivacni subjednotky kanalu se
vzajemné ovlivituji (kooperativni aktivace-[1, 21]), pficemz posledni pfechod do
otevieného stavu kanalu je velmi rychly a napétové nezavisly [3, 17, 27].
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Obr. 12 Predpokladané zdkladni stavy I,,-kandlu blokovaného 4-aminopyridinem
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7.2.2 Sestaveni matematického modelu

Obdobn¢ jako v kap. 7.1.2 je sestaveni matematického modelu funkce Iy,-kanalu
blokovaného 4-aminopyridinem rozd€leno na dvé c¢asti. V prvni byl navrZen
matematicky model neblokovaného Ig-kandlu a v druhé tento zakladni model
doplnén o popis piechodli do blokovanych stavli. Vysledné kinetické schéma

navrzeného modelu blokovaného kanélu je vykresleno na obr. 13.

Si3 o Si4 ol Sio
O S G TR
Bis Bia Bio
03 Olia Olio
Scl. 30, ScZ 200 Py Sc3 o P’ Sc4 o So‘
B 1 2B px 3B pi Br
bc bc bc bc bol
o1
+ + + + +
Bcl 30 Bc2 )2(1- pch3 ) o pszc4 ; Oy Bo
p 2B p« 3B pi’ Bu ,
b02
dc ac ac ac
a2
Bcl. 3o Be, 200 pch3 o P’ By Oy Bo‘
p 2B px 3B pi’ Bu

Obr. 13 Kinetické schéma Iy,,-kanalu blokovaného 4-aminopyridinem

Rychlostni konstanty tidici elektroneutralni proces blokady (a., b.) byly odvozeny
z rychlosti vyvoje blokady (72) a z ustalené velikosti blokady béhem repolarizacni
faze pribeh £, (obr. 4c) rekonstruovanych pro koncentrace (C) I, 2 a 4 mM 4-AP.

Rychlostni konstanty fidici napétoveé zavisly proces blokady (a,;, bo; ao2, boi)
byly formulovéany na zdkladé teorie absolutnich reakénich rychlosti ve tvaru:

U, B U,

a, =C, 'kcg -k, -exp(d-F- R-T)’ by, _kbl.exp(_s.F.R.T),
U, U,

a, =k, -exp(-S.F.R.T), b, =k, 'eXp(S'F'R-T)'
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Konstanta k¢, vyjadiuje podil protonovanych molekul 4-4P" (zodpovédnych za
napétoveé zavislou blokadu) v intraceluldrnim a extracelularnim bunééném roztoku
vztazeny k celkové koncentraci 4-AP (Cj ). Jeji velikost k¢, = 0.987 byla pievzata
z publikaci [4, 13].

Parametr 6 charakterizuje umisténi energetické bariéry v bunééné membrané a byl
stanoven na hodnotu 0.25, ktera odpovidd predpokladanému umisténi energetické
bariéry v /4 §itky membrany z intracelularni strany.

Konstanty (k,;, k»;, k.2) byly nejprve pfiblizné odhadnuty a nésledné
optimalizovany [A14] prostfednictvim genetického algoritmu. Zbylad konstanta £,
byla pocitana v pritbéhu optimalizace (po kazdém ndvrhu k,;, k»; a k,;) z podminky
detailni mezistavové rovnovahy v pfislusné smycce kinetického schématu:

bc Ap1Ao2 = A, 'bol 'boZ .

Do optimalizace byl také zaclenén parametr kooperativni aktivace p; a rychlostni
konstanty zotaveni zinaktivace (o3, 4y @), které ovliviuji velikost ustalené
blokady pii depolarizaci bunécné membrany.

Kritériem pro ukonceni optimalizace byla pfibliznd shoda (>95 %) vypoctové a
experimentalni rekonstrukce prabéht f,; (pro koncentraci I, 2 a 4 mM 4-AP)
charakterizujicich pokles frakce blokovanych Ig,-kanalti béhem /s trvajici depola-
rizace na hladiné 20mV.

Matematicky popis mezistavovych prechodi u I,-kanalu blokovaného
4-aminopyridinem

m Rychlostni konstanty kanalové aktivace

exp((U - 12.51)/18.166)
1+ 2313 exp((U -12.51)/18.166) "

o =2150.7-

*

o = o, oy =3800[s"],

Px= 3az 7.

140.11661- exp((U -12.51)/14.135)

B =38.042-
exp((U -12.51)/14.135)

5

B =0.1,, Pu=100[s"].
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m Rychlostni konstanty kanalové inaktivace

0o =2.1052 [s™'], ous=2.1052[s"'], ouz=2.1052[s'],

Bio=40[s"], Bu=40[s"], Puz=4I[s"].

m Rychlostni konstanty elektroneutralni blokady
a.=0.15C, b.=0.068 [s"].

m  Rychlostni konstanty napét’ové zavislé blokady

2, = C-48.9159-exp(0.25:U/25), by 1= 21-exp(-0.25-U/25),

a,, = 6004-exp(-0.25-U/25), bys = 6340-exp(0.25-U/25).

7.2.3 Simulace prubéhu blokady béhem a po ukonceni depolarizace

Ptima simulace velikosti frakce blokovanych Ig,-kanali (pifi koncentraci /, 2 a 4
mM 4-AP) béhem a po ukonceni Is trvajici depolarizace na hladiné 20 mV je
vykreslena na obr. 14a,b. Jeji velikost je podobné jako v kap. 7.1.2 déna souctem
pravdépodobnosti vyskytu kandlu ve vSech blokovanych stavech béhem vySetfova-
nych intervall. Pro porovnani vysledka pifimé simulace f,; s vysledky experimenti
jsou v grafech na obr. 14a,b vykresleny také pribéhy experimentélni rekonstrukce
blokady provedené v kap. 4.2.2.

a) b)

1 T T T T
— piima simulace prib&hu f;, | ’___x__*-__x_f".m_M _____________ 3
-x- experimentalni rekonstrukce fy, ' e ____2mM
0.8 e 11 X =
_______________________ XI // 1 mM
- ’ HemmmR
‘‘‘‘‘‘ M >‘/ P
0.6F "N N_ el x/ %
______________ / /»x
E ) 5/
04 N\ )
b
p sim. exp.
0.2 FT1(0 mM) = 0.22s T1(1 mM) = 0.23s 20mV 7 T2(1 mM) = 0.49 s | T2 mM) = 832 s 20mV i
LT12 mM):O-27 S| Tie mM):O.Zg S | | | T mM):O-30 S| T2@ mm) = V. S | |_ E
T4 mM):.O31 S Tll(4 mM):O-I32'S -80mV Toa mM):O:lgs To4 mMI):O-16S . 80 I'T.ly

0 02 04 06 08 10 5 10 15 20
t [s] t [s]

Obr. 14a,b Prima simulace frakce blokovanych kanalu (f,) behem a po ukonceni s trvajici
depolarizace na hladiné 20 mV (srovnani s experimentalni rekonstrukci f)
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Na zaklad¢ srovnani téchto prabéhti lze konstatovat, ze piima simulace na
matematickém modelu pro dané koncentrace spolehlivé reprodukuje ustalenou
velikost blokddy v klidovém stavu bunky, jeji kratky prechodny narGst a
exponencialni pokles (7;) béhem depolarizace membrany stejné jako exponencialni
vzrast blokady (7,) po navratu membranového napéti na klidovou hodnotu.

Pfi¢ina rozdilu Grovni v ustalené blokad¢ béhem depolarizace (fyu=20mp)) j€ Ve
vSech tfech piipadech (obr. 14a,b) zpisobena chybou vznikajici pfi experimentalni
rekonstrukci blokady a je popsana v disertacni praci.

7.2.4 Simulace u¢inku 4-AP na elektrickou aktivitu srde¢ni bunky

Vyznamnou soucasti vysetteni u¢inku 4-aminopyrinem vyvolané blokady proudu
Ik, na elektrickou aktivitu srde¢nich bunék jsou simulace vystihujici vliv této
blokady na modulaci pravidelnych a nepravidelnych akcénich napéti [A19, A20]. Na
rozdil od ptfedchézejiciho ptipadu (kap. 7.1.4) byly vSak tyto simulace (obr. 15a,b)
provedeny na modelu sifiové srdecni buiiky, kde je vliv proudu /Iy, podstatn¢ vétsi
nez u buné¢k komorovych. Pro zajisténi dostatecného efektu blokady byla postacujici
koncentrace 4-AP ImM. Interval pravidelné stimulace byl zvolen /s. Nepravidelné
excitace byly vyvolany pii pfedCasné stimulaci bunééné membrany v cCasech
T,=0.180.19,0.21, 0.25, 0.33, 0.49 a 0.75 s po zaCatku prvni pravidelné excitace (p).

50 T T T T T T
— kontrola
T 0 (bez 4-AP)
£
:')E =50}
-1004 0.5 1 15 20 0.5 1 15 2

t [s] t[s]
Obr. 15a,b Simulace priibéhu akcniho napéti po pravidelnych a nepravidelnych
stimulacich (4-AP, kontrola)

Jak je patrné z obr. 15a,b, blokada proudu Ix,, vyvolava znané zvyraznéni faze
platdé ak¢éniho napéti, a tim 1 jeho rozSifeni. Zuzovani akéniho napéti v piipadé
velkého zkraceni stimulaéniho intervalu (7,) je naproti tomu zplsobeno
nedostateCnym zotavenim vapnikového proudu (/) z inaktivace po predchazejici
pravidelné excitaci buiiky.

Z hlediska potlaceni vzniku nepravidelnych excitaci je podstatnym ucfinkem
blokady proudu I, pravé rozsiteni akéniho napéti a jeho refrakterni faze, béhem
které je ztizeno vybaveni elektrického vzruchu. Vzhledem k tomu, Ze vSak znacné
rozSifeni AN mulZe naopak podnitit vznik srdecnich arytmii [10], je pro vymezeni
podminek pozitivniho pasobeni této blokady nutné provést dalsi simulace a studovat
jeji ucinek také na vicebunécnych modelech.
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8. ZAVER

Tato prace je vysledkem ctyfletého intenzivniho studia a snahy o matematicky

popis biofyzikalnich jevii probihajicich na bunéné urovni srdecniho svalu.
Simulace provedené na sestavenych matematickych modelech objasiiuji experimen-
taln¢ ziskané udaje a ukazuji, Ze:

l.

Schopnost bun¢k srde¢niho pfevodniho systému vytvafet samostatné elektrické
vzruchy je déna ptedevsim pozvolnou aktivaci sodiko-draslikového depolarizac-
niho proudu /; v rozsahu zapornych hodnot membranového napéti (-70 az-80 mV).
Svou vyznamnou roli podporujici autonomni depolarizaci téchto bun€k zde hraje
také velky pokles draslikovych proudti v koncové fazi repolarizace.

. Hlavni pfi¢inou vzniku vzruchu (depolarizace) na buitkach myokardu (po jejich

podrazdéni) je rychly vtok iontéi Na* do buiiky (proud Iy,). Nasledujici pozvolny
vytok draslikovych ionth (prostiednictvim proudd [Ix,, Ik, Ix;..) vraci
membranové napéti opét na klidovou uroven (repolarizace). Proud /¢, aktivovany
v prib¢hu depolarizace spousti fetézec déji vedoucich k bunééné kontrakei.

. Vlastni kontrakce bunky je vysledkem interakce mezi kontraktilnimi bilkovinami

(aktin, myozin), ke které dochazi po piechodném zvySeni intracelularni
koncentrace iontd Ca’" v dasledku jejich vyplaveni ze sarkoplazmatického
retikula (reakce na proud /¢, k). Po kazdé excitaci a kontrakci buiiky nastava také
pozvolné zotavovani bunécnych transportnich mechanismii (elektrickd a
mechanicka restituce), které hraje vyznamnou roli v procesu ochrany bunky pied
vznikem nepravidelnych (pfed¢asnych) vzruchii.

. Propafenonem vyvolana Castecna blokada Iy,-kanalit ma vyznamné antiarytmickeé

ucinky. Béhem depolarizace se tato blokdda rozviji, zatim co pii klidovém napéti
dochézi k jejimu uvolnéni. Disledkem této vlastnosti blokady je jeji vzriist pfi
zvyseni frekvence bunécné stimulace, které doprovazi tvorbu srde¢nich arytmii.
Proces blokady Ize vysvétlit hypotézou modulovaného receptoru (kap. 7.1.1).

. 4-aminopyridinem vyvolana ¢astecnd blokada [Ix,-kanali zaloZzena na hypotéze

elektroneutralni vazby 4-4P k zavienym kanalim a napétové zdvislé vazby 4-4AP
k otevienym kanadlim (kap. 7.2.1) je v souladu s experimentalnimi vysledky
ziskanymi na psich komorovych preparatech. Tato blokdda vyvolava podstatné
rozsifeni nejen pravidelnych AN, ale i nepravidelnych AN téméf v celém rozsahu
ptedcasnych intervali (kap. 7.2.3).

Je ziejmé, Ze 1 v biologii ma matematické modelovani elektrickych, chemickych a

mechanickych déji velky vyznam a stdva se tak dilezitym ndstrojem experimen-
talniho vyzkumu. NaSim dal$im cilem je vyuZiti sestavenych modeli pro studium
rozvoje arytmii v srdecni tkani [A15, A21] stejné jako pro vyzkum moznosti jejich
potlaceni dal§imi specifickymi blokéatory.

26



LITERATURA

[1] Bezanilla F., Perozo E., Papazian D. M., Stefani E.: Molecular basis of gating
charge immobilization in Shaker potassium channels. Science 254:679-683,
1991.

[2] Brown A. M, Lee K. S., Powell T.: Sodium current in single rat heart muscle
cells.J. Physiol. 318:479-500, 1981.

[3] Campbell D. L., Rasmusson R.L., Qu Y., Strauss H. C.: The -calcium-
independent transient outward potassium current in isolated ferret right
ventricular myocytes. 1. Basic characterisation and kinetic analysis. J. Gen.
Physiol. 101:571-601, 1993.

[4] Campbell D. L., Qu Y., Rasmusson R. L., Strauss H.: The Calcium-independent
transient outward potassium current in isolated ferret right ventricular myocytes.
II. Closed state reverse use-dependent block by 4-aminopyridine. J. Gen.
Physiol. 101:603-626, 1993.

[5] Castle N. A., Slawsky M. T.: Characterization of 4-aminopyridine block of the
transient outward K current in adult rat ventricular myocytes. J. Pharmacol.
Exp. Ther. 264:450-1459, 1992.

[6] DiFrancesco D., Noble D.: A model of cardiac electrical activity incorporating
ionic pumps and concentration changes. Philos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol.
Sci. 307:353-398, 1985.

[7] Egan T. M., Noble D., Noble S. J., Powell T., Spindler A. J., Twist V. W.:
Sodium-calcium exchange during the action potential in guinea-pig ventricular
cells. J. Physiol. Lond. 411:639-661, 1989.

[8] Gadsby D. C., Nakao M.: Steady-state current-voltage relationship of the Na/K
pump current in guinea-pig ventricular myocytes. J. Gen. Physiol. 94:511-537,
1989.

[9] Hilgemann D. W., Noble D.: Excitation-contraction coupling and extracellular
calcium transient in rabbit atrium: reconstruction of basic cellular mechanisms.
Proc. R. Soc. Lond. B320:163-205, 1987.

[10]Hondeghem L. M., Snyders D. J.: Class III antiarrhythmic agents have a lot of
potential but a long way to go. Reduced effectiveness and dangers of reverse

use dependence. Circulation 81:686-690, 1990.

[11]Honjo H., Watanabe T., Kamiya K., Kodama I., Toyama J.: Effects of
propafenone on electrical and mechanical activities of single ventricular
myocytes isolated from guinea-pig hearts. Br. J. Pharmacol. 97:731-738, 1989.

[12] Kimura J., Miyamae S., Noma A.: Identification of sodium-calcium exchange
current in single ventricular cells of guinea-pig. J. Physiol. 384:199-222, 1987.

[13] Kirsch G. E., Narahashi T. J.: Site of action and active form of aminopyridines
in squid axon membranes, J. Pharmacol. Exp. Ther. 226:174-179, 1983.

27



[14] Kodama I., Suzuki R., Honjo H., Toyama J.: Electrophysiological effects of
diprafenone, a dimethyl congener of propafenone on guinea-pig ventricular
cells. Br. J. Pharmacol. 107:813-820, 1992.

[15] Kohlhardt M.: Block of sodium currents by antiarrhythmic agents: analysis of
the electro- physiologic effects of propafenone in heart muscle. Am. J. Cardiol.
54:13D-19D, 1984.

[16] Kohlhardt M., Fichtner H.: Block of single cardiac Na' channels by
antiarrhythmic drugs: the effects of amiodarone, propafenone and diprafenone.
J. Membr. Biol. 102:105-119, 1988.

[I7]Lee C. Y.: On the activation-inactivation coupling in Shaker potassium
channels (Hypothesis), FEBS Lett. 306:95-97, 1992.

[18]Nordin C., Siri F. M., Aronson R. S.: Electrophysiologic characteristics of
single myocytes isolated from hypertrophied guinea pig hearts. J. Mol. Cell.
Cardiol. 21:728-739, 1989.

[19]Nordin C., Siri F. M., Aronson R. S.: Calcium current in myocytes isolated
from hypertrophied guinea pig hearts (Abstract). Clin. Res. 38:49A, 1990.

[20]Nordin C.: Computer model of membrane current and intracellular Ca2t flux in
the isolated guinea pig ventricular myocyte. Am. J. Physiol. 265:H2117-H2136,
1993.

[21] Perozo E, Papazian D. M., Stefani E., Bezanilla F.: Gating currents in Shaker
K" channels. Implications for activation and inactivation models. Biophys. J.
62:160-171, 1992.

[22] Schreibmayer W., Lindner W.: Stereoselective interactions of (R)- and (S)-
propafenone with the cardiac sodium channel. J. Cardiovasc. Pharmacol.
20:324-331, 1992.

[23]Simurda J., Simurdova M., Cupera P.: 4-Aminopyridine sensitive transient
outward current in dog ventricular fibres. Pfliigers. Arch. 411:442-449, 1988.

[24]Simurda J., Simurdovd M., Christé G.: Use—dependent effects of 4-
aminopyridine on transient outward current in dog ventricular muscle. Pfliigers.
Arch. 415:244-246, 1989.

[25]Simurdova M., Novakova M., Novakova Z. Sumbera J., Simurda J.:
Reconstruction of the time course of Iy, block induced by antiarrhythmic drugs
in ventricular myocytes. In: Proceedings of the conference "Analysis of
biomedical signals and images '96" 243-245, Brno.

[26] Simurdova M., Novéakova Z., Novakova M., Sumbera J., Christé G., Simurda J.:
Kinetics of propafenone-induced block of sodium current in rat ventricular
myocytes. Scripta medica (Brno). 70:263-275, 1997.

[27]Zagotta W. N., Aldrich R. W.:Voltage-dependent gating of shaker A-type
potassium channels in drosophila muscle. J. Gen. Physiol. 95:29-60, 1990.

28



AUTOROVY PUBLIKACE SOUVISEJICI S DISERTACNI PRACI

[A1]Pasek M., Simurda J., Jani¢ek P.: Simulaéni modelovani vlastnosti a chovani
srdecniho svalu. In: sbornik konference "InZenyrska mechanika '96", 3:217-
224, Svratka.

[A2]Pasek M., Simurda J.: Kvantitativni modelovani vazby mezi excitaci a
kontrakci u srdecnich bunék. In: sbornik konference "Biomechanika ¢loveka
'96", 143-146, Tichonice.

[A3]Pasek M., Simurda J., Simurdova M.: Interaction of propafenone with sodium
channels in the heart. A quantitative model. Physiol. Res. 46:9P (abstract),
1997.

[A4]Pasek M., Simurda J., Simurdovd M.: Matematicky model interakce
sodikovych kanalti srde¢nich buné¢k s propafenonem (abstrakt). 5. vyrocni
sjezd Ceské kardiologické spolecnosti, 1997, Brno.

[AS]Pasek M., Simurda J.: Vypoétové modelovani chovani bunék srdeéniho svalu
pi1 elektrickych a farmakologickych podnétech. In: sbornik konference
"MOSIS '97", 3:77-82, Hradec nad Moravici.

[A6]Pasek M., Simurda J.: Uziti matematického modelovani p¥i zpracovani dat a
optima-lizaci méfeni ucinki farmak na membranové kandly. In: sbornik
konference "Inzenyrska mechanika '97" 3:177-182, Svratka.

[A7]Pasek M., Simurda J.: Mathematical model of contraction of cardiac cells
(excitation - contraction coupling). In: Proceedings of the conference
"Biomechanical modeling & Numerical simulations — Workshop '97" 59-60,
Praha.

[A8]Pasek M., Simurda J., Simurdova M.: A quantitative model of interaction of
propafenone with sodium current. In: Proceedings of the symposium "New
frontiers in basic cardiovascular research '98" 45 (abstract), Obernai, France.

[A9]P4asek M., Simurda J.: Matematicky model interakce 4-aminopyridinu
s draslikovymi kandly. In: sbornik konference "InZenyrskd mechanika '98",
3:575-576, 1998, Svratka.

[A10]Pasek M., Simurda J., Simurdova M.: Mathematical model of interaction of
propafenone with sodium channels in the heart. In: Proceedings of the
conference "Analysis of biomedical signals and images '98" 246-248, Brno.

[Al1]Pasek M., Simurda J.: Matematicky model interakce 4-aminopyridinu
s draslikovymi kanaly II. In: sbornik konference "Biomechanika ¢lovéka '98",
170-174, 1998, Praha.

[A12]Pasek M.: Vypoctové modelovani fyziologickych procesti na buikach
srdecniho svalu. In: sbornik konference "Aplikovana mechanika '99", 171-
174, Brno.

29



[A13]Pasek M., Simurda J.: Matematické simulace v oblasti bun&&né
elektrofyziologie srdce. In: sbornik konference "Transfer '99", A9-A10, Brno.

[A14]Pasek M., Simurda J.: Matematicky model interakce 4-aminopyridinu
s draslikovymi kanaly III. In: sbornik konference "InZzenyrskd mechanika '99",
2:571-572, Svratka.

[A15]Brozkova K., Pasek M.: Vypoctova analyza vzniku arytmii na buiikach
srde¢niho svalu (Vliv zmén vodivosti membranovych kanall). In: sbornik
konference "Inzenyrskd mechanika '99", 2:483-486, Svratka.

[A16]Pasek M., Simurda J., Simurdovd M.: Quantitative modeling of 4-
aminopyridine block of transient outward current. Physiol. Res. 48:S121
(Abstract of Second FEPS Congress in Prague), 1999.

[A17]Pasek M.: Po stopach zdkoni v lidském srdci. Technicky tydenik 32:1,1999.

[A18]Pasek M., Simurda J., Simurdova M., Bahnikova M.: ATP sensitive potassium
current 1in rat ventricular myocytes (The effect of antiarrhythmic drugs). In:
Proceedings of the conference "Biomechanical Engineering - Workshop '99",
13-14, Prague.

[A19]Pasek M.: Simulace ucinku blokddy membranovych kanali na potlaceni
srde¢nich arytmii 1. In: sbornik konference "Aplikovand mechanika '2000",
337-340, Liberec.

[A20]Pasek M., Simurda J.: Effect of block of fast sodium current and transient
potassium current on configuration of action voltage in cardiac cells

(Computer modeling). In: sbornik konference* InZenyrska mechanika '2000",
3:87-90, Svratka.

[A21]Brozkova K., Pasek M.: Computer modeling of origin of arrhythmias in
myocardial cells. In: sbornik konference "InZenyrsk4 mechanika '2000", 3:77-
82, Svratka.

[A22]Slichta J., Pasek M.: Mathematical modeling of cardiac cell contraction. In:
sbornik konference "Inzenyrska mechanika "2000", 3:55-58, Svratka.

SUMMARY

The heart diseases are regarded as the most frequent causes of death. Generally,
they result from pathophysiological changes in cardiac cells as a consequence of
ischemia or hypoxia of cardiac muscle.

Computer modelling appears to be an important research tool in the investigation
of basis of heart diseases as well as of the mechanisms of action of drugs. It
contributes to the explanation of experimentally observed results, to verification of
the hypotheses proposed and also to better understanding of the complex processes
in cardiac cells.

The aim of this work was to design quantitative models describing electrical and
mechanical activity of mammalian cardiac cells and particularly to propose models
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characterising interaction of specific drugs with membrane channels. The final goal
was to simulate the effect of drug-channel interactions on regular and irregular
action voltage configuration.

The models of electrical and mechanical activity are designed for the cells of
cardiac conducting system and of working myocardium. The quantitative description
is based mainly on the following publications: Difrancesco and Noble (1985) [14],
Hilgemann and Noble (1987) [21] and Nordin (1993) [48]. The simulations carried
out on the proposed models make it possible to study the principles of heart
automaticity, the processes involved in excitation—contraction coupling and the
processes of recovery of cellular transport system as manifested in the modulation of
electrical and mechanical activity of the cells.

Two models of function of membrane channels under the effect of specific drugs
were designed. They describe the function of Iy,-channel in the presence of
propafenone and the function of Ig,-channel in the presence of 4-aminopyridine.
Data for the quantitative description were obtained from experiments on ventricular
preparations, rat isolated myocytes [58, 59] and canine muscle strips [57]. The
states the channels get through during depolarization and repolarization of cellular
membrane (under conditions of absence and presence of drugs) were characterised
by kinetic schemes. The rate constants of transitions among channel states were
estimated and then, in the next step, they were optimized by means of repeated
simulations using the genetic algorithm.

The model of propafenone induced Iy,-channel block is based on the modulated
receptor hypothesis (with voltage independent binding of the drug): The affinity of
propafenone to its receptor is assumed to be modulated by conformational changes
of the channel during its activation and inactivation. The model simulations
confirmed that the observed use- dependence of the block is consistent with the idea
that the drug affinity to Iy,-channel is high in the open and inactivated state and low
in the closed resting state.

On the contrary, the model of Ix(-channel block by 4-aminopyridine (4-4P) is
based on the hypothesis including both voltage independent binding of
electroneutral 4-AP to the closed channel and voltage dependent binding of
protonated 4-AP" to the open channel. The simulations carried out on the model
confirmed that the proposed hypothesis comply with the properties of 4-4P block of
1,, observed in ventricular canine cells.

It is evident that the models of electromechanical activity of cardiac cells as well
as the models of blocked channels play an important role in the investigation of
biophysical processes in cardiac muscle. In addition, integration of partial models of
drug-channel interaction into a total model of excitation-contraction coupling in
cardiac cell provides a valuable tool to analyze conditions of initiation and
suppression of cardiac arrhythmias.
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