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1. Bevezetés

1.1. Célkitiizés

Az alacsony jovedelinorszagokban napjainkban is az alap\saiikségletek
kielégitésében mutatkozo hiany és adaitbetegségek befolyasoljak leginkadbb a varhaté
élettartamot. A magasabb jovedélorszagokban viszont a halalozasi statisztikak élén
mar a kardiovaszkularis betegségek allnak, miegglenésebb halaloki csoport.

A sziv- és érrendszeri betegségek terén a gyoegddd terapias lehéségek
ellenére az ischaemias szivbetegség a leggyakioaildlok, amely 7,4 millio halalesetért
volt felelés 2012-ben. A sziv endogén protektiv mechanizmakgobb megismerése
alapveb az ischaemias szivbetegség elleni 0] terapiagegték kifejlesztéséhez.

Munkam soran az elcélkitizésem munkacsoportunk azon hipotézisének
tesztelése volt, miszerint egy Adenozin receptor (Aeceptor) agonista tulajdonsagu
szer kisebb mértékben csokkenti a pitvari kontiakeitt hyperthyreosisban, mint
euthyreoid allapotban. Ehhez egy olyan modellré smlikség, amelyben meghatarozhato
az adenozin direkt negativ inotrép hatasara voratka adenozin receptor rezerv és
annak valtozasa tiroxin gl kezelés hatasara. Specialis protokollok alkals@zal olyan
koncentracié-hatas (E/c) gorbéket vettiink fel, amidben kivédtik az exogén adenozin
gyors sejten bellli eliminacidjat, majd ezek kikel@sekor a hagyomanyos eljarasokon
kival felhasznaltuk az an. receptorialis valaszkégzmddszert (RRM) is. Az RRM
segitségével korrigaltuk azt a torzulast, amitradogéen adenozin felhalmozodasa okozott
(ami sziikségszéen fellép az exogén adenozin farmakologiai vedddowetkeztében).

Masik célom az volt, hogy betekintést nyerjink dereozin-dezaminaz (ADA)
gatlasanak funkcionalis kovetkezményeibe a pitharmdenozinerg és Mmuszkarinerg
rendszer altal medialt pitvari direkt negativ id@thatas tekintetében eu- és
hyperthyreoid koértilmények kdzoétt. Az ADA gatlasagemeli az endogén adenozin
szintjét és ezaltal Areceptoron keresztil medialodo folyamatokat ietifeltételezéstink
szerint azonban emellett fokozza azallenozinerg rendszer jelatviteli hatékonysagat is.
Ez utébbi igazolasahoz az RRM segitsegével komgd kellett az endogén adenozin
felhalmozodasa altal okozott torzulasra, amihekszgi volt az M muszkarinerg rendszer
altal medialt direkt negativ inotrép hatas vizstga is. Tovabbi célom az ADA géatlas
hatasara bekovetkémterstitialis adenozin-szint emelkedés meghatisazolt az RRM



segitségével, valamint ennek 6sszehasonlitasaleoziktranszport blokad altal kivaltott
interstitialis adenozin-szint ndvekedéssel, mindezeu- és hyperthyreoid allapotban.

1.2. Adenozin és adenozin receptorok

Az adenozin nemcsak alapgdtiokémiai folyamatokban jatszik fontos szerepet
(mint pl. az energiatranszfer), hanem szignal fidjkds van (az adenozin receptorok
endogén agonistaja).

Az adenozin az adenozin-trifoszfat (ATP) prekurzésdomlasterméke. Ezzel
dsszhangban az adenozin megemelkedett szintj¢ kirmeyulésének indikatora.

Az adenozin harom uton eliminalédhat az interdistifolyadékbdl: 1. adenozin-
dezaminaz altali bomlas; 2. véraramba taFteekerilés; 3. bizonyos szdvetekbe
(endothelium, myocardium) valé felvétel.

A szivben tdbbnyire ekvilibrativ nukleozid transeeoek talalhatéak (ENT)pfeg
ENT 1 tipus, amely nitrobenzylthioinosine-nal (NBghktolhatd. Ennek kévetkeztében a
cardiomyocytak adenozin transzportjat igfppen az intra- és extracellularis adenozin
koncentracio kilénbsége hatarozza meg.

Az adenozin szabalyozé hatasaivstsrban sejtfelszini adenozin receptorok altal
medialodnak (A Aza, A2 és A tipus). Az Areceptor komplex szabalyoz6 funkcioit
majdnem minden szdveten kifejti, beleértve a mydicanot is, ahol az Aa
legjelentsebb adenozin receptor tipus. A myocardialisekeptorok protektiv és
reparativ funkcidk inicializadlasaban vesznek ré8ztmagaban foglalja azokat a negativ
trop hatasokat is, amelyek csokkentik az enerdiagdnalast és igy megeik, illetve
mérséklik a sziv ischaemia-reperfuzio okozta kadasat.

Az A:1 adenozinerg rendszer farmakoldgiai aktivalasaregyényteli, bar még
szerényen kihasznalt leldeeg, amely preventiv és terapias hatassal kecszgieins
kardiovaszkularis betegség esetén, beleértve hadsuas szivbetegséget és hizonyos
tipusu arrhythmiakat.

A sziv Acreceptorai altal medialt negativ trop hatasok, tgyia negativ inotrop
hatas, a pitvarokon és a kamrakon egyarant kivélkth&amran az Areceptor agonistak
csak indirekt negativ hatast képesek kifejteniyimgsak a pozitiv inotrop szerek hatasat
csokkentik. Ezzel szemben a pitvaron aagonistak a legtobb species esetében képesek



a kontrakcios €it a nyugalmi szint ald csdkkenteni (direkt negatotrép hatas), igy
tengerimalacon és emberen is.

Kovetkezésképpen szamosraceptor agonista, Aeceptor serkefités az
endogén adenozin szintjét névskzer all preklinikai és klinikai vizsgalat alattetve
kerllt bevezetésre szamos indikacios terlletent amtiarrhythmias, antianginas,
antidiabetikus vagy antinociceptiv gyogyszer. Migeek a szerek direkt vagy indirekt
maddon ugyanazon a célponton fejtik ki hatadsukatréaeptor), ad biztonségi kihivas az,
hogy ugy biztositsak a kivant hatasokat, hogy kidzhmimalizaljak a nemkivanatosakat.
Altalanossagban elmondhatd, hogy a direkt negatitrépia nem kivant hatas, mivel a
pitvarok nyugalmi kontrakcios erejének csokkené&sk hatrannyal jar.

1.3. Areceptor rezerv

A receptor rezerv fogalma a tradicionalis receptorélet keretein beldl lett
definialva. Arra a jelenségre utal, hogy a telgseptor populacio egy frakciojanak
stimulalasa is kivalthatja a maximalis hatast. éepgor rezerv nagysaga flugg az
agonistatol (hatékonysag), a szobkefielerssits képesség) és magatdl a vizsgalt hatastol
is (aktivalt jeledsits Utvonalak). gy a legaltalanosabb értelembenreegptor rezerv
nem mas, mint az agonista hataskivalté képessédénehzik hatékonysag) és a
receptorok (és posztreceptorialis szignalizaciojaleisitt képességének erigd. Mivel
a receptor rezerv nagyon érzékeny az agonistazikrhatékonysagara, csak teljes (full)
agonistak hasznalata soran figyetheteg. Ha a receptor rezervet killonbg&zoveteken
ugyanazzal az agonistaval hatarozzuk meg, akkeredmény felhasznalhat6 a
receptorok jelgisits képességének dsszehasonlitdsara. A kisérletesrtpthlan a
legegyszdibb jelzje a nagy jelesitc képességnek (és igy a nagy receptor rezervnek) az,
hogy a receptor populacié még egy kis részénelkutdiasa is képes kivaltani a
maximalis hatést.

A fentebb emlitettek alapjan a nagy hatékonysagaiatak altaladban a legtobb
szoveten kifejtik hatasukat, amelyek expressz&@@ldott receptort. Ezzel szemben az
alacsony hatékonysagu agonistak csak a nagy recegtrvvel rendelkéizszdveteken
képesek hatast kivaltani. Igy a kis hatékonysaginistak biztositani tudjak a széveti
szelektivitast abban az értelemben, hogy nem ké&daekdgiailag szignifikans hatas
elérésére olyan szdveteken, ahol kicsi a recepumry.

3



Korabbi vizsgalataink soran figyelemre méltor&ceptor rezervet talaltunk a
direkt negativ inotrép hatasra nézve szintetikusegeptor agonistakkal és adenozinnal. A
receptor rezerv nagysagat vilagosan mutatja azgdigyelés, hogy az FSCPX
(irreverzibilis A receptor antagonista) nem volt képes szignifikarsékkenti a
szintetikus agonistak és az adenozin altal kivialtaiximalis direkt negativ inotrop hatast.
igy az A receptorokat stimulalo szerek mellékhatasai kéaitvar gyengitése az egyik
lehetséges (és egyben igen fontos) mellékhatas.

1.4. Thyreoid allapot

A thyreoid allapot szamos szabalyozé mechaniznmefstyasol, beleértve az.A
receptort is. A thyreoid hormonok {TT,) tébbek kdzott jeleids mértékben csokkentik az
A1 agonistak direkt negativ inotrop hatasat. A hypgeosis egy olyan patologias allapot,
melynek soran egy sor metabolikus folyamat fokogoeliniatt & az oxigén- és a
tapanyag felhasznalas a szévetekben, ami ndvelvarainkajat. Kovetkezésképpen a
jelents meértéki thyreoid hormon-szint novekedése fokozza a parsgsaweléegtelenség,
az ischaemias szivbetegségek, valamint az arrhgkhkaickazatéat, ezaltal ndveli a
kardiovaszkularis mortalitast. E tények fényebenyaeoid hormonok altal elnyomott;A
adenozinerg rendszer aggodalomra adhat okot. Egshfontos olyan lehgtégek utan
kutatni, amelyek képesek az elnyomottalenozinerg rendszeriktdéseét fokozni
hyperthyreosisban.

1.5. A sziv interstitialis adenozin szintjének jelenésége

A myocardialis A receptorok protektiv és reparativ folyamatok irddéakaban
vesznek részt, ideértve a negativ trop hatasokatrislyek csokkentik az
energiafelhasznalast és ezaltal hozzajarulnakvastiaemiaval szembeni védelméhez.
Mig a nyugalmi interstitialis adenozin-szint nem éidemleges receptorialis hatassal,
ennek emelkedése beinditja az adenozinerg jellibataellyel inicidlja a sziv védekéz
mechanizmusait.



Egy lehetség az interstitialis adenozin koncentracio befatyd@sara az adenozin-
dezaminaz enzim aktivitasanak mérséklése, ameajhteljuk az adenozin inozinna
tortérd atalakitasat. Az ADA gatlasa noveli az endogémead@ koncentraciojat mind
intra-, mind az extracellularisan, de kivédi az@xo adenozin bontasat is, fokozva ezzel a
beadott adenozin hatasat.

A munkacsoport egy korabbi vizsgalata soran ak@vatkeztetésre jutott, hogy az
ADA gatlas noveli az Aadenozinerg rendszer jedeftt képességét a direkt negativ
inotropia tekintetében hyperthyreoid tengerimaliéegoon. Mivel az ADA gatlasa noveli
az adenozin szintjét és igy fokozza az dsszaedeptor medialta folyamatot, az ADA
gatlas jelatviteli hatékonysagot noddlatasa nehezen érbaetten. Tovabbi
vizsgéalatahoz specialis megkozelitésre van szlksagly alkalmas az ADA gatlas
funkcionalis kdvetkezményeinek differenciadlasara®areceptor medialta direkt negativ
inotropiat illeen.

Egy masik médszer az interstitialis adenozin sziahipulaldsara az adenozin
sejtmembranon keresztili transzportjanak gatlasaetabolikusan intakt
myocardiumban a nettd adenozin ké&pes helye az interstitium, mig a nett6 adenozin
eliminacio helye a sejtek belseje, ezért a netémadin transzport a cardiomyocytak
belseje felé iranyul. A szivben a transzmembramezia aramlas majdnem kizardlag
ENT1 csatornakon keresztul torténik. A munkacsoplérs eredményei alapjan az NBTI
noveli az interstitialis adenozin szintjét tengalat pitvaron, mely hatas még
kifejezettebb hyperthyreoid allapotban.

A miikdds szivben az interstitialis adenozin-szint valtozdean mérhet
megfeleb pontossaggal a jelenleg elterjedt modszerekkghl#db is a mi igényeinkhez
képest), melyneksfoka az adenozin rovid féléletideje. Megféleizsgalati korilmények
kozott azonban a receptorialis valaszkészség mo(RRM) — amely egy nemrégiben
kifejlesztett, bar a klasszikus farmakologidbankgyéz maddszer — alkalmas lehet a
probléma megoldasara. Az RRM két egymassal intéhkao 16w agonista
viselkedésének egysisitett matematikai modelljén alapul, ahol az agakisigyanazt a
valaszadasi kapacitast ,fogyasztjak”. lly médorR&M modszer lehéveé teszi egy
agonista akut koncentracioemelkedésének kvantfdéilkoncentracio-hatas (E/c) gorbek
felvétele révén. Ezeket az E/c gorbéket vagy uggealaaz agonistaval kell felvenni, mint
aminek a koncentraciéndévekedését meg akarjuk hataneagy egy olyan masikkal,
amelyik Iényegében ugyanazt a jelatvitelt haszradjadott széveten. A modszer hatranya
két kilbnbd® agonista esetén az, hogy a meghatarozott tobdhetektraciéo csak egy a



keresett agonista koncentracidjaval ekvieffektimdentracié. Az RRM egyedulallo
sajatsaga azonban, hogy informaciét nyujt az admihista receptorkdzeli
koncentraciojarol, ezaltal pedig arrél a szévetnkartmentsl, amely egyébkéent nehezen
hozzaférhet egy mikods (plane mozgasban l&yvszerv esetében. Jollehet az RRM
elvben minden receptor esetén alkalmazhato,.ae@eptor kilénésen alkalmas erre a
célra, mivel deszenzitizdlédasa meglében kismérték a vizsgalat ideje alatt.

1.6. Kapcsolat az A adenozinerg és Mmuszkarinerg rendszerek kdzott

A szivben az Aés M receptorok az uralkoddé receptor tipusok az adenexzaz
acetilkolin megkotéseét illéen. A pitvaron az Aés M receptorok is ¢ proteinekhez
kapcsolodnak, ezaltal mindkéttépes a muszkarinos (inwardly rectifying) kalium
csatornak megnyitasara, valamint gatoljak az adi&ték aktivitast, kovetkezményesen
blokkolnak minden cAMP-fliggjjelatviteli Utvonalat. Ennek kdvetkeztében mindfaz
mind az M receptorok képesek direkt negativ inotrép hatééltdsara pitvaron. igy, bar
kilénb6s receptorokrél van szo, agonistaik mégis nagynégyanazokat a jelatviteli
atvonalakat hasznaljak, kilondsen a direkt negatitrop hatas tekintetében. Tovabbi
hasonlosag a két receptor k6zott, hogy mindkibtgreoid hormonok (3, Ts) szabalyzo
hatasa alatt all, jollehet tudasunk ezen a téremnkoéntsem teljes.



2. Anyagok és modszerek

2.1. Vegyszerek és oldatok

Az alabbi vegyszereket hasznaltuk: L-tiroxin natripentahidrat (4), adenozin
(nem szelektiv adenozin receptor full agonista),di@opentiladenozin (CPA; szelektiv
A1 adenozin receptor full agonista); ac@timetilkolin klorid (metakolin: MC; nem
szelektiv muszkarin receptor full agonista); 8-ggéntil-1,3-dipropilxantin (CPX;
szelektiv kompetitiv Aadenozin receptor antagonista) és FSCPX (8-cyotypbl®-[3-
(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-Mpropylxanthine); S-(2-hidroxi-5-nitrobenzil)-6-
tioinozin (NBTI; szelektiv nukleozid transzporteattp, ENT 1 tipust gatol) a Sigmatdl
(St. Louis, MO, USA), valamint pentostatin (2’-de#aformicin: DCF: szelektiv
adenozin-dezaminaz gatld), ami Wyeth Pharmaceat{€Gdllegeville, PA, USA)
ajandéka volt. A kisérleteket modositott Krebs-Hdeis pufferrel (Krebs oldat) végeztuk.

2.2. Allatok és preparatumok

Az allatok tartdsa és feldolgozasa 6sszhangbaravoébreceni Egyetem
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak Etikai Kodevel (3/2012/DE MAB.).
Kisérleteinkhez 600-900 g testtoniidgm tengerimalacokat hasznaltunk fel.

Az allatok egy csoportja napi 33@/kg (ip.) Na L-tiroxin pentahidratot kapott 8
napon keresztil, mig a tobbi allat 8 napon atoxitiroldoszereét (ip.) kapta. Az allatokat a
kilencedik napon guillotine-al dekapitulaltuk. Allptvarokat gyorsan eltavolitottuk és
10mN nyugalmi fesziilés mellett 10 ml-es, Krebs ttitartalmazé (95% £es 5% CQ)
szervkadakban (TSZ-04, Experimetria) fuggesztelik36°C; pH 7.4).

A pitvarok platinaelektrédokkal ingereltik (3 Hzyris, a klisz6bfesziiltség
kétszerese) programozhat6 stimulatorok (ST-02, Exgdria, Budapest) és@its (PST-
02, Experimetria, Budapest) segitségével. A koettekebt az izometrias
0sszehuzodasok amplitudojaval jellemeztik, amitszducerrel (SD-01, Experimetria,
Budapest) és jelésitovel (SG-01D, Experimetria, Budapest) mértink, vadm
poligraffal (R-61 6CH, Medicor, Budapest) rogziieit.



2.3. Vizsgalati elrendezések

Kutatasaink a kétfcél és a jelen tézishez felhasznalt két publikatapjan két
részre osztottunk: 1. vizsgalat és 2. vizsgalgiratokollok Iényege mindkét vizsgalat
esetéen két-harom koncentracio-hatas (E/c) gorlvétik volt, tengerimalac pitvarokon.
Két E/c gorbe kozott, in vitro kezeléseket végektiMindkét tanulmany esetén a direkt
negativ inotropiat vizsgaltuk, mivel ez egy®rjol mérhet ugyanakkor remekiil
reprodukalhaté olyan hatas, amely pitvari myocardAs receptorain medialédik. Az
izolalt és ingerelt tengerimalac pitvarok egy nagyieékben leegyszésitett modellt
alkotnak, ahol a kilénbézagonistak hatasa, pusztan a pitvari kontrakcios er
csokkenésében manifesztalodnak.

2.4. Az 1.vizsgalat csoportjai €s protokolljai

Az oldGszer és aslkezelt pitvarokat 6-6 random csoportra osztotakig vivo
oldOszer és dkezelt csoportokat S-el vagy T-vel jeloltik a asapk neveiben).
Mindegyik csoportban egy a négy protokollbdl vdltégezve. Alkalmazott csoportok és
protokollok: S1 és T1 a protokoll 1-hez (FSCPX aum E/c gorbéjéere kifejtett
hatdsanak demonstralasara); S2 és T2 a protokdly Zadenozinnal kivaltott Areceptor
rezerv meghatarozasa); S3-kontrol, S3-NBTI, T3-karés T3-NBTI csoportok a
protokoll 3-hoz (adatok dijtése a ¢ meghatarozasadhoz, aholxeaz NBTI jelenlétében
felhalmoz6dd, endogén adenozinnal ekvieffektiv G®Acentracid); S4-kontrol, S4-
FSCPX, T-kontrol és T4-FSCPX (adatdjgés a ¢ negativ inotrop hatdsanak
kiszamolasahoz FSCPXé&kzelt pitvarok esetén).

1. Protokoll: Krebs oldatos inkubéaciot kédeh kumulativ adenozin E/c gorbék
felvétele kdvetkezett. Aztan, egy 15 perces mdgasihen 10 uM FSCPX (szelektiv,
irreverzibilis A receptor antagonista) kezelésnek vetettik aléed&qy majd 75 perces
Krebs oldattal tortéhmosas kdvetkezett. Ezutan egy kumulativ adenonmé&rbét
vettink fel.

2. Protokoll: Krebs oldatos inkubaciot kogeh kumulativ adenozin E/c gbérbéket
vettiink fel. Aztan, egy 15 perces mosast kéeel0 uM NBTI (szelektiv nukleozid
transzport gatld) kezelésnek vetettiik ala 15 pekatykdveben kumulativ E/c gorbék



felvétele kdvetkezett 10 uM NBTI (S2-NBTI és T2-NBjorbék). Ezutan egy 20 perces
mosas kovetkezett, amelyet 45 perc 10 uM FSCPXéskévetett, majd egy 60 perces
Krebs oldatos mosas. Ezutan a pitvarok 10 uM NBallkvkubalodtak 15 percen
keresztll, majd egy Ujabb kumulativ E/c gorbékédedle kovetkezett 10 uM NBTI
jelenlétében.

3. protokoll: Krebs oldatos inkubaciot kdgen kumulativ adenozin E/c gorbék
felvétele kdvetkezett. Egy 15 perces mosast Kirea pitvarokat random két csoportra
osztottuk. A pitvarok a kontroll csoportban 10 MBO-t, mig a pitvarok az NBTI
csoportban 10 uM NBTI-t kaptak 15 percen keres&ialtan kumulativ E/c gorbek lettek
CPA-val (szelektiv Areceptor full agonista) felvéve 10 ul DMSO vagyuld NBTI
jelenlétében.

4. protokoll: Krebs oldatos inkubaciot kdgeh kumulativ adenozin E/c gorbék
felvétele kdvetkezett. Egy 15 perces mosast Kirea pitvarokat random két csoportra
osztottuk. A pitvarok a kontroll csoportban 10 [MBO-t kaptak 45 percen keresztul,
amit egy 75 perces mosas kovetett, mig a pitvazdkSCPX csoportban 10 uM FSCPX
kezelést kaptak 45 percen at, majd 75 percen Kéiespsodtak. Ezt kovéen egy
kumulativ CPA E/c gorbe felvétele kbvetkezett.

2.5. A 2. vizsgalat csoportjai és protokolljai

El6szor is, minden pitvar 40 percen keresztil inkuthadttbaz egyensulyi allapot
létrejottéig. Ezt egy kumulativ adenozin dézis-bajarbe felvétele kovette.

A moséasi idt kdveten (15 perc Krebs oldattal tortemosas) a pitvarokat a
késsbbi in vitro kezelésnek megfetedn random maédon csoportokra osztottunk. A
csoportnevek az alkalmazott in vivo és in vitro&ézre is utalnak (S- oldészer kezelt, T-
T4 kezelt; Co- kontrol, és az alkalmazott in vitr@iskémiai neve): Az in vitro kezelés 20
perces inkubaciot jelent Krebs oldat jelenlététsi€6, T Co, S Co (CPA), T Co (CPA))
vagy 10 uM CPX (S CPX, T CPX) vagy 0.1% (v/v) DM&@gaban (S DMSO, T
DMSO) vagy 10 uM NBTI (S NBTI, T NBTI) vagy 10 uMQ@F (S DCF, T DCF, S DCF
(CPA), T DCF (CPA)) vagy 10 uM DCF 10 pM CPX-elEF CPX, T DCF CPX).
Végul kumulativ E/c gbrbét szerkesztettiink MC-al 8Co, T Co, S CPX, T CPX, S
DMSO, T DMSO, S NBTI, T NBTI, S DCF, T DCF, S DCP&, T DCF CPX) vagy
CPA-val (S Co (CPA), T Co (CPA), S DCF (CPA), T DCFPA)).
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Az el E/c gbrbe esetén az adenozint a (in vitro) keleslét; adenozin
receptorok valaszkészségének megallapitasara fakzmamasodik E/c gorbéhez MC
vagy CPA (két relative stabil agonistaja az\Mgy A receptorokat illgten) szereket
hasznaltunk azért, hogy informaciot kapjunk a ki in vitro kezelés hatasarol azzM
és A receptorok valaszat illéen.

2.6. Az E/c gorbék empirikus jellemzése

A kisérletek soran megfigyelt hatast, a kiindukasitrakcios af szazalékos
csokkenésekent definialtuk. Mind az individualisndaz atlagolt gorbékre a Hill
egyenlet illesztettik:

Cn

E=Eul—" 1. egyenlet
c"+EC;

ahol: ¢ — az agonista koncentracidja; E — az atphatasa c koncentracionakk
— az adott agonistaval az adott rendszerben eténmetimalis hatas; E&c— a félhatasos
koncentracio; n — a E/c gbrbe meredekségét azB4T jellems teényesd (Hill
koefficiens).

Az individualis E/c gorbék Hill paramétereit{k EGso, n) az statisztikai
analizishez hasznaltuk. Némely atlagolt E/c gorblepidramétereit mas gorbék
matematikai korrekcidjahoz hasznaltunk fel.

2.7. Az NBTI és a DCF torzitdé hatasanak kvantifikalasa

Az ADA és a nukleozid transzport blokad gatlasamatésara folszaporodd tobblet
interstitialis adenozin torzitotta (deprimalta)NBT], illetve DCF jelenlétében felvett E/c
gorbéket. A torzitas az E/c gorbe koncentraciéaddshértékeire is befolyassal van, mivel
a torzitott hatas értékek az exogén adagolt adenalzvannak felvéve, figyelmen kivl
hagyva igy a (kezelés hatasara felszaporodo) tbhebtbgen adenozint. Mivel a DCB}Hr
korabbi vizsgalataink soran kiderilt, hogy befoblfesa pitvari A receptorok jelatviteli
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hatékonysagat, a torzult E/c gorbék, amelyeket @RIAA: receptor agonista) vettink fel
DCF jelenlétében, ki lettek zarva a vizsgalatb6CRA-val vagy MC-al felvett E/c
goOrbék torzitdsa az RRM segitségével kvantifikéllzat alabbi egyenlet hasznéalataval:

100[@100— e o G +C)E ]
c +0)"+ "
E.:loo_ ( X ) CSO

100-E,, 0 *
Cx + ECSO

2. egyenlet

Ahol: E’ 1. vizsgalat eseténa CPA gorbéinek atlagolt hatdsa NBTI jelenlétében
(S3-NBTI vagy T3-NBTI csoportok, amelyek torzultnigkintettek); E2. vizsgalat
esetén- az S3-NBTI, T3-NBTI, S DCF és T DCF csoportakfult) MC E/c gbrbéinek
atlagolt hatas érték&max, ECso, N 1. vizsgalat eseténaz S3-kontrol vagy T3-kontrol
csoport atlagolt CPA E/c gorbéjének empirikus pai@mei; Eax, EGso, n 2. vizsgalat
esetén — a megfetekontroll csoport (S DMSO, T DMSO, S Co,T Co) atdaguC E/C
gorbéjének Hill paraméterat;1. vizsgalat eseténa E/c gbrbe szerkesztése soran beadott
CPA koncentracidja; 2. vizsgalakesetén — a E/c gorbe felvételéhez hasznalt MC
koncentracibjagy 1. vizsgalat eseténa 2. egyenlet egyetlen variabilis paramétereslyam
az a teoretikus CPA koncentracio, amely azonosheaédt ki, mint az NBTI hatasara
extracellularisan felhnalmoz6do endogén adenoz eizsgalat eseténa 2. egyenlet
variabilis paramétere az a MC koncentracio, amiaffektiv a DCF vagy NBTI altal
felhalmozott tobblet interstitialis adenozinnal.

2.8. Az NBTI és a DCF Aéltal torzitott hatas értékek korrekcidja

A korrekciot egy korabban leirt modszer alapjaneztigk. Ebszor a ¢ ertékeklidl
kiszamoltuk a hozzajuk tartoz6 hatast)(& Hill egyenlet segitségével:

E,=E,,O3—2%— 3. egyenlet
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Ahol: 1. vizsgalat esetérEx — az NBTI altal felhalmozott tobblet interstitisli

adenozin altal kivaltott hatas; € a 2. egyenlet altal nyujtott MC koncentraciégEEGso,
n — a megfelél kontroll CPA E/c gorbe Hill paraméterei;

2. vizsgalat esetérEx — NBTI vagy DCF altal felhalmozott tobblet intetistis
adenozin altal kivaltott hatas;€a 2. egyenlet altal szolgaltatott MC koncenty§& NBTI,
T NBTI, S DCF or T DCF csoportokhoz tartozé atlagdC E/c gorbék); Eax, EGso, N — a
megfeleb kontroll MC E/c gorbe Hill paraméterei.

Amikor az atlagolt S2-NBTI vagy T2-NBTI gorbékdkiszamoltuk az Eértékét,
akkor, az atlagolt CPA E/c gorbék (S3-kontrol ékd8trol csoportok) paramétereit
behelyettesitettik a 3-as egyenletbe. Amikor, agfékét az atlagolt S2-FSCPX+NBTI
vagy T2-FSCPX+NBTI esetére szamoltuk, akkor az STIFX vagy T4-FSCPX
csoportok atlagolt empirikus paramétereit illediitebe a 3-as egyenletbe.

Ezutéan a torzult hatasokbdl (E’) és a hozzajulot@rts-bdl kiszamoltuk a
korrigalt hatasokat az alabbi egyenlet hasznalatava

(L00- E ') (LOO- E, )
10C

E =100-

4. egyenlet

Ahol: 1. vizsgalat esetéit — a korrigalt hatas (az atlagolt S2-NBTI, T2-NBS2-
FSCPX+NBTI vagy T2-FSCPX+NBTI gorbék esetén); E torzult hatas; & az NBTI
altal létrehozott tobblet interstitialis adenozatdmsa (,torzitd” hatas)

2. vizsgalat esetéi — a korrigalt hatas; E’ — a torzult hatags-—Eaz NBTI vagy
DCF altal l1étrehozott tobblet interstitialis adeimoatasa (S NBTI, T NBTI, SDCF és T
DCF csoportokhoz tartoz6 atlagolt MC E/c gorbe).

Az S NBTI, T NBTI, S DCF és T DCF csoportok MC Ef@grbék hataséertekeinek
korrigalasa eérdekében e csoportok atlagolt toradaat (E’) &s a hozzajuk tartozg E
értékeket a 4-es egyenletbe illesztettilk. Az S PCHFA) és T DCF (CPA) E/c gbrbék
korrekcioja érdekében, a E/c gorbék atlagolt, tatasértékeit illesztettiik a 4-es
egyenletbe az S DCF és T DCF Mc E/c gorbék atldgadtrtékeivel. Ennek oka az, hogy
a DCF indukalta interstitialis adenozin tobbletdafgen az utana kovetk&E/c gbrbe
felvételéhez hasznalt agonista termésaet®tinden korrigalt hatasértéket az in vitro
adagolt MC és CPA koncentraciokkal szemben abndizioldz adott E/c gbrbe esetén.
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2.9. Az adatok elemzése

Minden egyes pitvar 3 kritériumnak kellett megfgalahhoz, hogy megfeleljen a
statisztikai elemezés altal allitott kritériumoknak A kiindulasi kontrakciés ének el
kellett érnie az 1 mN-t az él€/c gorbe felvétele étt; 2) pitvar mechanikai aktivitasanak
szabdalyossaga; 3) A 1M (oldoszer-kezelt pitvarok) illetve 1QM (T s-kezelt pitvarok)
adenozinra adott valasznak a szamtani kézép + taB@manyban kellett lenni.

Az atlagot és SD-t az élkét kritériumnak megfeléla pitvarok valaszai alapjan
szamoltuk ki (elvalasztva az olddszer és, &dzelt pitvarokat). Minden pitvart, amelyik
megfelelt mindharom kritériumnak, bevettiink a vésgpba.

A gorbeillesztés soran, Motulsky és ChristopouRi¥0@) ajanlaséat kévetve, az
egyenletekben a koncentracio jelleagennyiségek (c, B és &) logaritmusat
szerepeltettilk. A csoportok kdzépértékeinek (vaggianjainak) kilonbségét p<0.05
esetén tekintettik szignifikAnsnak. A gorbeilleshtZ és a statisztikai elemzéshez a
GraphPad Prism 6.05 szoftverét hasznaltuk, midplai €zamitast Microsoft Office Excel
2013-al végeztuk.

1. vizsgélat esetélét adatsort paros vagy parositatlan t-tesztségével

hasonlitottunk 6ssze (ha a varianciak nem voltakdgenek, akkor Welch-korrekciot
alkalmaztunk). Tobb mint két adatsor 6sszehasadlithegyutas ANOVA-t vagy ismételt
méréses egyutas ANOVA-t hasznaltunk (Geisser-Gragekorrekcidval), amelyet
Tukey post-teszt kovetett (mivel minden csoportaidaormalis eloszlast kovettek).

1. vizsgélat esetédz egyedi adenozin E/c gbérbékvivo kezelés szerint

dsszevont Hill paramétereit (oldoszer-kezelt usk@zelt pitvarok) és a kivalasztott E/c
gorbe parok nyers adatait parositatlan Studentttélezttel vagy Welch-féle t teszttel (ha
a varianciak szignifikansan kulonboztek), vagy Malhitney U teszttel (ha az adatok
nem bizonyultak normalis eloszlasunak) hasonlikoitssze. A kilonbdzcsoportok
adenozin E/c gorbéinek Hill paramétereit (kulorolinszeres és as'kKezelt csoportokra)
egyutas ANOVA-val és Tukey poszt-teszttel vagy kaldNallis tesztet kdvétDunn
poszt-teszttel (ha a normalitas vizsgalaton negited meg) hasonlitottuk 6ssze. Az MC
E/c gbrbék Hill paramétereit kétutas ANOVA-val adak poszt-teszttel vetettik 6ssze
(mivel minden csoport adatai normalis eloszlastektiak).
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3. Eredmeények

3.1. Az 1.vizsgalat eredményei

3.1.1. Az 1-es és 2-es protokollok korrekci®®i adenozin E/c gbrbéi

Az oldoszer kezelt pitvarok esetén, a korabbi \aay eredményeinknek
megfeleben, az FSCX (szelektiv és irreverzibilis Aeceptor antagonista)oikezelés
szignifikansan jobbra tolta el a E/c gorbéket, add\NBTI (szelektiv nukleozid transzport
gatld) kezelés szignifikansan balra tolta el, agradin E/c gorbéket és szignifikansan
csokkentette azdaxot a kontrol gorbékkel 6sszehasonlitva. AKEzelt pitvarok
hasonloan reagaltak FSCPX és NBTkelzelésre, habar az NBTI altal okozotE
csokkenés nem érte el a statisztikai szignifikaseiatjét.

Az NBTI jelenlétében felvett, megfetefjorbéket 6sszehasonlitva elmondhatjuk,
hogy az FSCPX kezelés NBTI jelenlétében paradoxamddveli az kax-ot (anélkiil,
hogy mas empirikus paramétereket befolyasolna)dirsper és a dkezelt pitvarok
esetén egyarant. Kovetkezésképp az FSCPX+NBTI gdths értékei az adott kontrol
gorbék és az NBTI gorbékng értekei kozott helyezkednek el, de a kilonbség aga
olddszer kezelt pitvarok esetén szignifikans.

3.1.2. CPA E/c gorbék

A CPA az adenozinhoz hasonléan koncentraciGf@gagsokkentette a pitvari
kontrakcios eft. Az oldészer kezelt pitvarok esetén, a korabbsgéalatainkkal
megegyeden, az NBTI csOkkentette az&-ot (és a Hill koefficienst is), valamint
novelte a log E€i-et is, mig az FSCPX csak a log o€rtekét novelte, igy sokkal inkabb
kompetitiv antagonistak hatasat, mintsem irrevdiziB receptor antagonistak hatasat
utdnozva. A T kezelt pitvarok esetén az oldoszer kezelt pitviaoakhasonlé
eredményeket kaptunk. A két legjelésebb killdnbség az, hogy az NBTI-nek sokkal
kifejezettebb a depressziv hatasa, valamint az K3@bb foku jobbra tortén
eltolédast okozott a hyperthyreoid CPA E/c gorbsstén, a megfelélkontrol gérbékhez
viszonyitva.
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3.1.3. Az 1-es és 2-es protokollok korrigalt E/c gorbéi

Mivel az interstitialis adenozin szint ismeretlen/a receptorok
mikrokornyezetében, csak az NBTI és FSCPX+NBTI gkirhatas értekei korrigalhatok,
ami az adenozin és CPA negativ inotropiatdliegyenértékségén alapul. igy, jobb
lehetiség hijan, a korrigalt hatas értékeket az exogégat kadban l&adenozin
legalkalmasabbak, melyek a legnagyobb koncentértékekhez tartozé korrigalt
hatasokat mutatjak (mivel a transzformalt E/c gkrk#aturacidja utan, az NBTI okozta
tobblet adenozin koncentracido mar irrelevanss&nah korrigalt maximalis hatasok
egyedulalléan reprezentaljak az adenozin altadl(atk alkalmazott specialis
koralmények kozott) tengerimalac pitvaron elééheggativ inotrop hatasokat. Ez két ok
miatt lehetséges. Egyrészt az NBTI Iéivétteszi az adenozin E/c gbrbék teljes
adenozin ledgfbb eliminaciés Utvonala. Masrészt a RRM nyujtottaré&kcio kizarja az
NBTI okozta endogén adenozin akkumulacio torzitidbe.

Jelentéktelen kiulonbségeket talaltunk az S2-koés@2-NBTI gorbék atlagolt
maximalis hatas értékei kozott. EImondhatjuk, hagyNBTI nem képes fokozni az
adenozin indukalt direkt negativ inotrop hatashgreoid pitvarokon. Szemben a T2-
NBTI korrigalt maximalis hatas értékével, melyelejgésen meghaladtak a T2-kontrol
gorbét. Ez a tény azt mutatja, hogy az NBTI szigaifsan ndveli az adenozin direkt
negativ inotrop hatasat hyperthyreoid pitvarokon.

Az euthyreoid (S2-NBTI és S2-FSCPX + NBTI) allapgateprezentalo korrigélt
gorbék 6 jellemzi megegyeztek korabbi vizsgalatainkkal: azok egysabikelyet
cseréltek, az eredeti gorbékkel 6sszehasonlitaagésbék végsrészei meglehésen
kozel kerlltek egymashoz, ami azt mutatja, hoggdenozin altal, Areceptoron kivaltott
direkt negativ inotrop hatasra vonatkozé recempenv meglehésen nagy. E
tulajdonsagot a korrigalt hyperthyreoid gorbékieabhazva (T2-NBTI és T2-
FSCPX+NBTI) azt talaljuk, hogy askezelés nem befolyasolja a fent emlitettéceptor
rezervet. Azonban mig a korrigalt S2-FSCPX+NBT Img(kicsivel) az S2-kontrol gérbe
alatt fut a két legmagasabb adenozin koncentr&sten, a legutolso részen a korrigalt
T2-FSCPX+NBTI gorbe jeleisen a T2-kontrol gorbe f616tt fut (hasonléan a igait
T2-NBTI gorbéhez).
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3.2. A 2.vizsgalat eredményei

3.2.1. MC E/c gorbék

MC vélasz A MC is koncentraciofliggen csOkkentette a pitvari kontrakcioster
(direkt negativ inotrop hatéas).

A CPX és a DMSO hatasa a MC valaszxamegfeleb kontrol csoportok (Co,
CPX, DMSO), amelyek ugyanazt az in vitro kezelesgitlk, nem kilénboztek
szignifikansan egymastol, sem a kulonb&C koncentraciokra adott valaszban, sem
pedig a MC E/C gorbe Hill paraméteriben. Ez a nipgfiés alatdmasztja, hogy a DMSO,
a CPX, az NBTI és a CPX wanyaga nem befolyasolja szamotten az MC-re adott
valaszt.

A T4 hatdsa az MC véalaszrd T Co és T DMSO csoportot 6sszehasonlitva az
oldészer kezelt parjaval, lathato, hogyaniérsékelten elnyomta az MC valaszt, ami
magasabb MC koncentracional volt szignifikans. Edsezhangban askezelés hatasara
csokkent az kax (szignifikans) és az n (a statisztikai szignifik@nhataran), mikbzben
nétt a log EGo értéke (de nem érte el a statisztikai szignifikaszintjét).

Az MC valaszara NBTI altal kifejtett hatasz NBTI az oldoszer és as kezelt
csoportokban is szignifikhnsan csokkentett az Maeett valaszt, a hagyoméanyos (azaz
meg torz) E/c abrazolasmod mellett. Ez, aaBzignifikans csokkenésében, valamint a
kisfoku log EGo ndvelésében manifesztalodott. Az NBTI e hatas&adktenzivebb a T-
NBTI csoport esetében, mint az S-NBTI csoport eseté

Az NBTI interstitialis adenozinra kifejtett hatdge NBTI jelenlétében,
hagyomanyosan illesztett MC E/c gorbék depressa@tapozva a tobblet interstitialis
adenozin 101,2 nM (oldészerkezelt) és 151,1 nWkézelt) MC-vel volt ekvieffektiv
hatasu. Ez azt jelenti, hogy a nukleozid transzplo#ad sokkal nagyobb adenozin
felhalmozodast produkél, a Kezelt pitvarokban, mint az oldoszerkezelt tansaik
hasonldéan egy korabbi tanulmanyhoz, amelyben CRAwttlink fel E/c gorbéket.

A DCF hatasa az MC vélaszrelagyomanyos E/c gorbe abrazolas mellett a DCF
csokkentette a MC-ra adott valaszt mind az olddekenind pedig a #nal kezelt
pitvarok esetén. Ez a torzitas euthyreoid korulre&rigozott inkadbb szimbolikusnak, mig
hyperthyreoid kortlmeények kozott jol kifejezettnmiondhato. A CPX ugyanakkor
kivédte a DCF hatasat az MC E/c gorbéken, mindkgebid allapotban. Ez a
megfigyelés arra utal, hogy a DCF MC vélaszra gyalkdatasa az interstitialis adenozin
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szint emelésén keresztil valosul meg, csakugy, atiagy azt az NBTI esetén
tapasztaltuk. Megjegyzetidhogy a DCF hatasa a MC valaszra csak-keEelt

pitvarokon volt szignifikans (kivéve a 10 nM MC-adott valaszt a S DCF csoportban, de
az irrelevansnak latszik). Ennek megféésl az Rax csokkenése csak a T DCF csoportban
volt szignifikans.

A DCF hatasa az interstitialis adenozin szintr&. &gyenletetaz S DCF ésa T
DCF csoportok MC E/c adataira illesztve, a tobbi&drstitialis adenozin 28,05 nM
(oldészer-kezelt pitvarok) illetve 44,36 nM4Kezelt pitvarok) MC-nal bizonyult
ekvieffektivnek. Ezek az eredmények nagyon hasaki@z NBTI alkalmazésa soran
tapasztaltakkal, a DCF tehat, ugyik, nagyobb interstitialis adenozin-szint emellksdé
hoz létre a T-kezelt pitvarokon, mint az oldészer-kezeltekeno®zan a DCF kisebb
mértéki interstitialis adenozin szint névekedést okoawnit)t az NBTI, mindkét thyreoid
allapotban.

3.2.2. CPA E/c gorbék

CPA valaszA CPA szintén koncentracio fuggnértékben csokkentette a
kontrakcios eft (direkt negativ inotrép hatas).

T, hatdsa a CPA valaszr®sszehasonlitva a T CO (CPA) és S Co (CPA)
csoportokat elmondhatjuk, hogy aKezelés jelerisen csokkentette a CPA valaszt,
amely a kdzepes és magas koncentraciok eseténfikZiga eltérés volt. A Tkezelés
szignifikansan csokkentette azdzaz n és novelte a log B &rtékeket. igy a Tkezelés
nagyobb csokkenést okoz a CPA E/c gorbén, mint @zgirbeén.

A DCF hatasa az CPA valaszi@zemben a MC esetén tapasztaltakkal, a DCF
serkenti a CPA véalaszt mind az oldészer, mind kekelt pitvarok esetén, a
hagyomanyosan illesztet (torz) E/c gérbék esetédg.aVDCF e hatasa kismértelz
olddészer kezelt pitvarok esetén, addig szignifikais kezelt pitvarok esetén kis és
kozepes koncentraciétartomanyokban. Ezzel egystite a DCF szignifikansan
csokkentette a log Egértéket a Tkezelt pitvarok esetén, mig az oldoszerkezeltaéi.n
Korabbi vizsgalatainkkal megegyimn az ADA géatlasa fokozza az veceptorok altal
medialt negativ inotrép hatas hatékonysagat hypestid pitvarok esetén.
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3.2.3. Korrigalt MC és CPA E/c gorbék

A korrigalt E/c gorbéknek két érdekes pontja vakezd) és a végspontok. A
kezdbpont az k értéket (¢-hez tartozo hatast) mutatja, mig a végpont a ls&slégonista,
adott rendszerbeli maximalis valaszat mutatja. Mive: értékkel mar foglalkoztunk
korabban, itt a hangsuly a korrigalt E/c gbrbe #djan van, pontosabban annak,
megfeleb kontrol E/c gbrbéhez viszonyitott helyzetén van.

NBTI MC-vel A korrigalt Mc E/c gorbék (amelyek NBTId@ezelést kaptak) vége
némileg a kontrol gorbék alatt volt. igy, ha hiblamekintjiik a kontroll és korrigalt E/c
gorbék maximalis hatdsaban megfigyelt minimalikbséget, akkor elmondhato, hogy
az NBTI nem befolyasolja az Mnuszkarinerg rendszer jelatviteli hatékonysagat,
fuggetlenul a thyreoid allapottol.

DCF MC-vel A korrigalt MC E/c gorbék (amelyek DCFo#kezelést kaptak)
ugyanazt a maximumot érik el (a legmagasabb kor@gdknal), mint a kontroll gérbék.
A levonhato kdvetkeztetés ugyanaz, mint az NBTté@aseazaz a DCF nem befolyasolta a
pitvari M2 muszkarinerg rendszer jelatviteli hatékonysagaggétlentl a Tkezelésil.

DCF CPA-val: A korrigalt CPA E/c gorbék (amelyek BE@bkezelést kaptak)
minden koncentracio (még a legmagasabb esetésarekivaltottak a kontroll gérbének
megfeleb hatast. Ez azt jelenti, hogy a DCF fokozzaadenozinerg rendszer direkt
negativ inotropiara vonatkoz6 hatasat tengerimailaar esetén. Ez a jelenség sokkal
kifejezettebb a Tkezelt pitvarok esetén, egyetértésben kordbbineéegeinkkel.
Azonban, a jelenlegi vizsgalat azt is mutatja, hadyCF euthyreoid allapotban is képes
hatékonysagnovélhatasanak kifejtésére.
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4. Megbeszélés

4.1. Az 1. vizsgalat eredményeinek értelmezése

Legjobb tudasunk szerint a 1. vizsgalaets#, ami bizonyitja, hogy aslkezelés
nem befolyasolja szamott&en az adenozin kivaltotta direkt negativ inotrégiar
vonatkoz6 Areceptor rezervet tengerimalac pitvarbtasodsorbankutatasaink
bizonyitjak, hogy az intracellularis adenozin elidtidéjanak NBTI-vel tortéh
csokkentése szamottgn noveli az adenozinra adott maximalis valaszehyyyreoid
pitvaron (mig euthyreoid esetén nem).

Két korabbi vizsgalat soran szamotied: receptor rezervet talaltunk mind a stabil
szintetikus agonistakra, mind pedig a bomlékorgipfdgias adenozinra adott negativ
inotropiara vonatkozéan. Az eredmények arra endellaeetkeztetni, hogy azok a
szerek, melyek Areceptor aktivaciot okoznak (még ha kis hatékongabig) talan
szignifikansan csokkenthetik a pitvar mechanikaivitiésat.

A hyperthyreosis egy olyan patologias allapot, gnsebmtalan elemét
befolyasolhatja az Aadenozinerg jelatvitelnek. Kovetkezésképp a thyréarmonok
csokkentik az Areceptorok pitvari kontrakcios @e kifejtett hatasat, habar ennek
mechanizmusa még nem teljesen tisztazott. igyrledté lenne, hogy a thyreoid
hormonok csokkentik a pitvari kontrakcio$ledz tartozd, negativ inotrop hatast iblef:
receptor rezervet. Jelen tanulmany célja ennekedleégnek a tesztelése volt.

A kutatas feltarta, hogy as’kezelés nem befolyasolja Iényegesen a negativ
inotropiat illeth Aireceptor rezervet, habar szignifikansan csokkengidenozin és CPA
direkt negativ inotrop hatasat. Ezek az eredméayekengednek kovetkeztetni, hogy
barmilyen indikacidban hasznalt; Aeceptort stimulal6 szer egy kisebb foku, pitvari
kontrakciés ef csokkenésben jelentk&rizikét jelent eu- és hyperthyreoid allapotban
egyarant. igy, amikor egy szisztéméagréceptor agonistat ndvekkoncentracioban
alkalmazunk ez a nem kivant hatas, egy lehetsagyegks mellékhataskent jelentkezhet
mindkét thyreoid allapot esetén. A kutatas legfeabd eredménye, hogy az alkalmazott
Aireceptor agonista koncentracio kisebb mértékbekkesii a kontrakcios ét
hyperthyreoid allapotban, mint euthyreoid allapatba

A kutatds jelerisége az, hogy a pitvari kontrakcié gyengulése romlo
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pumpafunkcidhoz és ezaltal renyhe kamrabti#shez vezet. Raadasul a csokkent pitvari
pumpafunkcid noveli a pitvari thrombus kialakulésatehetségét. Ezen okok miatt
fontos figyelembe venni, hogy:Atimuléaciot okozo szerek kifejthetik, pitvari koakicios
erét csokkend hatasukat, még hyperthyreoid kortlmények kozott is

Az NBTI jelenlétében felvett, korrigalt adenozircEj6rbék esetén, a nukleozid
transzport blokad sokkal nagyobb maximalis hatdskédést okozott adenozinra adott
pitvari valaszban hyperthyreoid korulmények kozitint euthyreoid allapotban. igy,
habar az adenozin altal kivaltott negativ inotrépds szupresszalt hyperthyreoid
allapotban, mégis sokkal nagyobb a Iésége annak hyperthyreosisban, mint
euthyreosisban. Ez medseiti azokat a korabbi megfigyeléseket, hogy a ragitk
transzport kapacitas emelkedett volt hyperthyrgaitkany pitvarok esetén, valamint a
befelé irAnyuld adenozin transzport kapacitas foktabb volt hyperthyreoid tengerimalac
pitvar esetén euthyreoid kontrollal 6sszehasonlidvenegndvekedett befelé iranyuld
adenozin transzport val6silag részt vesz a szupresszalt adenozin valaskkidaban
hyperthyreoid kértlmények kdzott, mivel gyorsablbéolitja el az adenozint az
interstitialis térldl és ezaltal az Areceptorok mikrokérnyezetéb

A 1. vizsgalat hiAnyossaga, hogy kovetkeztetésetekgerimalac kisérletekb
vontuk le. A human szivre valo extrapolacio az endsetengerimalac pitvari:A
receptorok és jelatviteli Gtvonalak hasonlésagapual

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy bar aredeptor medialta direkt negativ
inotrop hatas szupresszalt allapotban van hypextisygban, az ehhez a hatashoz tartoz6
receptor rezerv nem tér el Iényegesen a két thyr@tapotban. Ez arra utal, hogy ha
(barmilyen indikaciéban) egy #eceptor agonistat alkalmazunk, még ha egy pasciali
agonistat is, a pitvari kontrakciosseraloszirileg gyengtlni fog mind eu-, mind
hyperthyreoid allapotban. Lehetséges (bar nem sgskeii), hogy ez a mellékhatas mar
az Acreceptor agonista (vagy ,enhanszer”) azon konceidfgnal jelentkezik, amely
szliikséges az eredeti indikacié szerinti kivantdkiféjtéséhez. Emellett kimutattuk,
hogy tengerimalac pitvaron a nukleozid transzplwkdd jelenésen néveli az adenozin
altal kivaltott direkt negativ hatds maximumat hypgreoid korilmeények kozott (ezzel
szemben euthyreoid allapotban nem).
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4.2. A 2.vizsgalat eredményeinek értelmezése

A 2. vizsgalat eredménydibleszirhe® els kovetkeztetésuink, hogy az ADA
gatlas noveli az fadenozin receptor negativ inotropiat dl¢glatviteli hatékonysagat
(mig a nukleozid transzport blokad nem). Bldorra kdvetkeztethetiink, hogy az ADA
gatlas hatassal van a pitvari &denozinerg rendszer azon részére, amely nem kizos
M2 muszkarinerg jelatvitel Gtvonalaivdldsodik kovetkeztetésiink, hogy az ADA gétlas
ezen hatasa hyperthyreosisban mégedrb. Ez azt jelenti, hogy az ADA gatlas képes —
legalabbis részben — visszadllitani a thyreoid ook altal elnyomott Areceptor
medialta direkt negativ inotrop hatddarmadik kovetkeztetésiink, hogy az ADA géatlas
Kisebb interstitialis adenozin koncentracio emedistakoz, mint a nukleozid transzport
gatlasa. Anegyedikmegallapitasunk, hogy a Kezelés tengerimalac modellben is
csokkenti az M muszkarin receptor medialta direkt negativ inotnafast (bar az M
muszkarinerg funkcié cstkkenése megléken kicsi az Aadenozinerg
funkciocsokkenéséhez képest thyreoid hormonok &etfis

Egy korabbi vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy aF¥egitségével létrehozott
ADA gatlas fokozta a szelektiviAeceptor agonista CPA direkt negativ inotrop hatasa
hyperthyreoid tengerimalac pitvaron. Mivel a CPAmszubsztratja az ADA-nak,
feltételezziik, hogy az ADA gatlas noveli a pitvAgireceptor és/vagy a posztreceptorialis
strukturak jelessitc képességét hyperthyreoid allapotban. Feltételamikbba, hogy az
ADA gatlas hatékonysagntwehatasa sokkal inkabb az intracellularis adenozin
felhalmozddassal lehet dsszefliggésben, mintsemtexrstitialissal (noha ez utébbi felel
az sejtfelszini Areceptorok stimulaciojaért, ami az ADA gatlas ldd@bnyos
hatasanak ézménye). Ezt a feltételezést thmasztja ala aoigy A fizioldgiasan a
cardiomyocytak belseje felé iranyuld nukleozid sgport gatlasa, ami noveli az
interstitialis adenozin koncentraciét és csokkaatintracellularisat, nem noveli az A
adenozinerg rendszer hatékonysagat sem eu-, sesmtimyeoid allapotban.

A legnagyobb akadaly a jelenség tisztdzasa soranlghogy az ADA gatlas az
Azreceptor funkcio hatékonysaganak novelése meltediiea szoveti adenozin szintjét. A
tobblet adenozin Areceptor aktivaciohoz vezet, ami ®eceptoron medialoédo hatasban
jelentkezik. Vizsgalatunk soran a kontrakcio$ gyengulése (amit az ADA gatlas miatt
felhalmozddott tobblet adenozin okozott) interfeed ADA gatlas hatékonysagnogel
hatasaval az Aeceptoron medialodo direkt negativ inotropiatdé. igy az ADA gatlas
két hatdsa szétvalaszthatatlanul 6sszefonddottéokivizsgalati elrendezésben.
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A jelen vizsgalatban célunk az ADA gatlas két haédk szétvalasztasa volt.
Ennek érdekében megismételtii&zél kisérleteinket ugy, hogy CPA helyett MC-t (nagy
M2 affinitAsi muszkarin receptor agonista) haszn&ltun

A jelen vizsgalat kulcskoncepcioja a kovetéella az Areceptort és az ADA-t
egyidejileg gatoljuk, az ADA gatlas kovetkeztében felhalgub tobblet adenozin direkt
negativ hatasa kivédléetazonban a direkt negativ inotrép hatas jelaivitivlonalai az M
receptorok fdll elérhetek maradtak. Ha tehat az ADA géatlas (hatékonyséayfagért
felelés) molekularis célpontja azi&s M receptorok k6zos jelatviteli Utvonalai egyikén
van, fokozott MC valaszra szamithatunk. Ha ez at &a fent, akkor sikertlt az ADA
gatlas hatékonysagnotvdhatasa mogott allé lehetséges mechanizmusok iléteni.
Ha nem, akkor a lehetséges hatasmechanizmusokekisdikitésén tul (ugyanis akkor a
kérdéses molekularis célpont kivil esik azé& M receptorok jelatvitelének k6zos
részén) lehéséglink addédik az ADA gatlas okozta interstitiatismozin tobblet
kvantifikalasara. Ez azért valna ekkor lehetségansét a kvantifikacié éffeltétele az M
muszkarinerg rendszer jedsit tulajdonsagainak allandésaga a vizsgalat alatt.

Vizsgalataink azt mutatjak, hogy a CPX jelenlétedi2@F altal gatolt ADA nem
befolyasolta az MC vélaszt. igy megallapithatjubgy az ADA géatlas nem azi&s M
receptorok kdzos jelatviteli itvonalaira fejti latdséat. Ezért kvantifikalni tudjuk az ADA
gatlas, interstitialis adenozin koncentraciojarfajiett hatasat és aztan 6ssze tudjuk
hasonlitani a hasonl6é hatasu (NBTI) nukleozid zponst blokaddal.

A nukleozid transzport gatlas, valamint az ADA gat{A receptor blokad nélkil)
kismértéki MC valasz csokkenést mutatott az alapallapothpeste Ez a jelenség annak
kdszonhet, hogy a tobblet interstitialis adenozin, azrAndszer aktivalasa altal torzitja
az Mp receptor altal medialt hatast. Az atbgdlatviteli utvonalak miatt ugyanis az A
adenozinerg rendszer valaszkapacitdsanak egy ez hasznalva, ezéltal az M
muszkarinerg valaszkapacitasa szintén csokken./8zxBrbe valtozasanak (torzitas)
nagysaga jellentza torzité hatas nagysagara.

A torz MC E/c gorbék interstitialis adenozin szémgk megbecsléséhez az RRM
modszert hasznéaltuk. Az RRM jellegzetessége azamzbatast kivaltd agonista
cserélheaisége fluggetlendl attol, hogy milyen receptorhod#étiek. Esetiinkben az RRM
kvantifikalja az extra interstitialis adenozin kemtraciot egy hasonlé paraméterrel, ez
esetben az ekvieffektiv MC koncentraciéva) (c

Jelen tanulmanyx@rtékei azt mutatjak, hogy az NBTI Iényegesen earl
interstitialis adenozin szintet és ez a hatas nalgyolt hyperthyreoid tengerimalac
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pitvaron, mint euthyreoid parjan. Ezek az eredmkmgegeésitik az NBTI hatasardl
szerzett kordbbi tapasztalatainkat, amibené&rtékeket ekvieffektiv CPA
koncentracioknak tekintetttk.

Jelen tanulmanyy@rtéke szintén azt jelzi, hogy a DCF, hasonl6aNBZI-hez
noveli az interstitialis adenozin szintet mind euind hyperthyreoid tengerimalac pitvar
esetén. Mindezt szamokkal kifejezve, az NBTI 3,&rsmgyobb cértéket okozott, mint
amire a DCF képes volt, fliggetlentl a thyreoidpitsa. Ez azt jelzi, hogy a nukleozid
transzport blokadnak sokkal nagyobb hatasa vantagstitialis adenozin szintre, mint az
ADA gatlasnak (az altalunk vizsgalt, jol oxigenizilrdé médiumban, ex vivo
korilmények kozott). Azonban a nukleozid transzpgdttas csak metabolikusan intakt
myocardiumon fejti ki interstitialis adenozin szarheb hataséat. Hypoxias kortlmeények
kozo6tt a nukleozid transzport blokad képes csoldwrez interstitialis adenozin szintet a
sejtil térténd adenozin felszabadulas gatlasa altal. igy azstitidis adenozin szint
emelésére az ADA gatlas egy sokkal megbizhatébballeazasnakiinik, mint a
nukleozid transzport blokad. Megjegyzéntogy az ADA gatléknak test szerte
szamtalan hatas kivaltasara alkalmasak, amely szamtiékhatas kialakitasahoz
vezethet. Azonban ezek a mellékhatasok kevésbdgpnatikusak abban az esetben, ha
csak egy adott szerven alkalmazzuk azokat és neaténasan, mint példaul a sziv
transzplantacio. Az ADA gatlokrdl kiderilt, hogypesek cstkkenteni a hypoxias
sérlléseket sziviibétek esetén.

Az ADA gatlas alatt, az Mmuszkarinerg rendszer jelatviteli tulajdonséagainak
valtozatlansaga miatt, a értékek lehdiséget adtak arra, hogy a DCF és NBTI (CPX
jelenléte nélkul) jelenlétében felvett MC E/c gdkieatas értékeit korrigaljuk a tobblet
interstitialis adenozin torzitd hatasara. Mivebhlilet adenozin koncentracidja ismeretlen
maradt a vizsgalat folyaman, a korrigalt hataskékét az E/c gorbe felvételéhez hasznalt
gorbe két legfontosabb pontja a nulla és a maxakéihcentraciohoz tartozé hatas
értékek. A kezd koncentraciéhoz tartozé pont mutatja a tobbledrstitialis adenozin
altal, egyedul kivaltott hatast (Ex), a maximalakentracidhoz tartozo pont pedig az
adott rendszer maximalis valaszat adja meg az adottistara.

A korrigélt MC E/c gorbék legfontosabb jelletje, hogy gyakorlatilag ugyanott
végzddnek, ahol a nekik megfetekontroll gorbék. A gorbék e tulajdonsaga mégét,
hogy az M muszkarinerg rendszer jelatviteli hatékonysagavam kontraktilitas
viszonylataban, ADA gatl6 és nukleozid transzpatidjelenlétében sem valtozik meg.
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Ezzel szemben a korrigalt CPA E/c gérbék meghakaaljéontrol gorbéiket a
legmagasabb koncentraciénal, mely viselkedés kig@mdyperthyreoid allapotban
gyanus. Arra kovetkeztethetlink, hogy az ADA gatideeli az A adenozinerg direkt
negativ inotrop hatast mar euthyreoid allapotbaMiadazonaltal korabbi
megfigyeléseinkkel egyetemben, az ADA gatlas hatgkadgnovel hatasa éisebb
hyperthyreoid allapotban. Az NBTI DCF jelenlétéliértérs felhasznalasaval kapott
vizsgalati eredmények 6sszehasonlitasa alapjarbdzgatlas hatékonysagnovehatasa
sokkal inkabb az intracellularis, mintsem az irtidedis adenozin szint emelkedése
indukalja.

Vizsgalataink alapjan az ADA géatlas helyrehozza andiukalt, A receptor
medialt direkt negativ inotrop funkcio szupresszigami egy adenozinerg protektiv
(energia fogyasztast limitald) hatas. Ennek jéls@gét az tény adja, hogy a tdbblet
thyreoid hormonok egy extra terhet ronak a sziezéltal ndvelve az ischaemias
szivbetegségek, a supraventricularis arrhythmiak gengasos szivelégtelenség
kockazatat. igy a sziv ADA gatlasaval toéndogén protektiv mechanizmusainak
fokozasa egy kiuloénosen igéretes lékégnekiinik hyperthyreosisban.

Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy az ADA gattiveli az A adenozinerg
rendszer direkt negativ inotropiat iligelatviteli hatékonysagat eu- és hyperthyreoid
tengerimalac pitvarok esetén. Ez az eredmény &ztli@gy az ADA gatlas az
interstitialis adenozin-szint emelése mellett e@sik mechanizmussal is néveli az A
adenozinerg direkt negativ inotrépiat. Eredményeétiat az ADA gatlas egy Uj, thyreoid
hormon szenzitiv hatasmechanizmusét sugalljak,\arakljelentsége lehet a sziv
ischaemiaval szembeni tolerancigjanak javitasaban.
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5. Osszefoglalas

A hyperthyreosis tobb mechanizmus révén novelirdigaaszkularis mortalitast,
ezert azon terapias stratégiak, melyek képeselvasshaemiaval szembeni toleranciajat
novelni, kilénésen hasznosak lehetnek a hypertiytestegek szamara. Az egyik ilyen
igéretes lehéség az A adenozin receptorok aktivalasa (direkt vagy irdira6don),
mivel ez olyan protektiv mechanizmusokat indukahtrpéldaul az ischaemias
perkondicionélas. Az Aadenozinerg rendszert stimulalé szerek lehetneleéeptor
agonistak, Areceptor erzékenyik, vagy az adenozin szintjét né¢edzerek, mint példaul
az adenozin lebontasat végzgyik enzim, az adenozin-dezaminaz (ADA) gatloi.

Az A1 receptor agonistak azonban, még ha csak paragdisistak is, magukban
hordozzak a mellékhatasok kockazatat. Korabbi ea vizsgalataink soran nagy: A
receptor rezervet talaltunk az adenozin altal kotatirekt negativ inotrép hatast ilken
izolalt tengerimalac pitvar esetében. Ez a jeleraséayutal, hogy az Areceptort stimulalé
agensek csokkenthetik a pitvar mechanikai aktigitésvivo is. A thyreoid hormonok
modulalé hatasa miatt, a hyperthyreosis hataskat Bz A receptor agonistak lehetséges
mellékhatasaira.

Elsd vizsgalatunk alapjan azt mondhatjuk, hogy a timdieézelés nem befolyasolja
|ényegesen az adenozin pitvari direkt negativ dmtratasara vonatkozG Aeceptor
rezervet. Kbvetkezésképp, ha barmilyen indikacidbaakalmazunk valamilyen A
receptor aktivaciét okozo szert, akkor szamolnuelk&nnak pitvari kontrakcios ér
csokkend hatasaval, mint lehetséges mellékhatassal, mindrend hyperthyreoid
allapotban. Az érem masik oldala, hogy ez az eregiink azzal biztat, hogy az A
adenozinerg rendszerben édflardioprotektiv potencial hyperthyreosisban is tadgtt.

A masodik vizsgalatunk soran azt talaltuk, hogyABA gatlas (szemben a
nukleozid transzport blokaddal) néveli az #&denozinerg rendszer jelatvitel
hatékonysagat (viszont valtozatlanul hagyja aamszkarinerg rendszer jetsitését).
Az ADA gatlas ezen hatasa mindkét thyreoid allapotjelentkezik, de nagyobb
hyperthyreosisban. Mindazonaltal az ADA gétlas lismterstitialis adenozin
koncentracié ndvekedést okoz, mint a nukleozidszport blokad, mindkét thyreoid
allapotban. Eredményeink azt mutatjak, hogy az Ada#las (az interstitialis adenozin
szintjének emelése mellett) fokozza azalenozinerg rendszer jedeitését, ami az ADA
gatlasnak egy teljesen Uj, thyreoid hormon szenh@tasmechanizmusara utal.
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