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1. Roviditések jegyzéke

Ach acetilkolin

AC adenilat-ciklaz

ANP atrialis natriuretikus peptid

ADRB2 Béta, adrenerg-receptor

ATP adenozin-trifoszfat

BKca nagy vezetoképességii Ca**-aktivalt K* csatorna
(Ca®"); intracellularis szabad kalcium ion

CaM Ca?*-kalmodulin komplex

CAMP ciklikus adenozin-monofoszfat

cGMP ciklikus guanozin-monofoszfat

CLCA Ca’*-fiiggd CI csatorna

COPD Chronic Obstructive Pulmonary Disease
COX-2 ciklooxigenéaz-2

DAG diacil-glicerol

ET endotelin

ER endoplazmatikus retikulum

FEF maximalis kilégzési dramlas

FEV 1 els6 masodperc alatt kilégzett levegd mennyisége
FRC funkcionalis reziduélis kapacitas

FVC erdltetett vitalkapacitas

GMP guanozin-monofoszfat

GPCR G-fehérjéhez kapcsolt receptor

H1R Hisztamin 1 receptor

H3R Hisztamin 3 receptor

HDAC hiszton deacetilaz

HSP»g hésokkfehérje 20



Ky késleltett rektifikacioju K+ csatorna

IL interleukin

L-VOCC fesziiltség fiiggd L-tipusa kalcium csatorna
MLC miozin kdnnyt lanc

MLCK miozin kdnnyt lanc

MP miozin foszfataz

NANC nem adrenerg nem Kkolinerg

NCX Na*-Ca** cserélé

Orai 1 kalcium felszabadulés altal aktivalt kalcium csatorna fehérje 1
PDE foszfodiészteraz

PKA protein kinaz A

PKG protein kinaz G

PKC protein kinaz C

PLC foszfolipaz C

ROC receptor-vezérelt kalcium csatorna

RV rezidudlis térfogat

SERCA szarko-endoplazmatikus retikulum Ca**-ATP-az
SOC raktar-vezérelt kalcium csatorna

SR szarkoplazmatikus retikulum

Stim1 sztromalis interakcios molekula 1. altipusa

TLC teljes tiidokapacitas

TRPC6 tranziens receptor potencial kanonikus alcsalad 6-os tipus
VC vitalkapacitas

VIP vazoaktiv intesztinalis peptid

VEGF vaszkularis endotelialis novekedési faktor

VOC fesziiltség-fiiggd csatorna



2. Bevezetés

A drotaverin 1962 o6ta van jelen a magyar gyogyszerpiacon, elsédlegesen, mint
gorcsoldoszer. Szerkezetében ¢és hatasmodja tekintetében leginkabb a mak papaverin
alkaloidjara hasonlit, azonban a papaverinhez képest kedvez6ébb farmakologiai
tulajdonsagokkal rendelkezik. Piacra keriilés idészakaban fOleg funkciondlis tesztekkel
jellemezték a gyogyszerjelolt molekulakat, tekintve, hogy a molekularis hatdismechanizmusuk
még csak korlatozottan volt ismert. A papaverin ciklikus-3’,5’-nukleotid foszfodieszteraz
(PDE) enzim gatl6 hatasanak felfedezése utan hamarosan kideriilt, hogy a drotaverin is gatolja
a foszfodieszterdz enzimeket és gorcsoldd hatdsa valosziniisitheten Osszefiigg ezen

intracellularis mechanizmussal.

Csak 2002-ben deriilt ki, hogy a drotaverin mikromolos koncentracié tartomanyban
gatolta mind a [(3)H] nitrendipin, mind pedig a [(3)H] diltiazem k&todését terhes patkany
uterus membran preparatumon. EgQy anyag receptor kotodési tulajdonsaga nem minden
esetben vonja maga utan a receptor funkcionalis valtozasat. Ezért a receptorkotési teszteket
célszeri funkciondlis vizsgalatokkal kiegésziteni. A drotaverin esetében receptorkotési
tesztek mellett nem végeztek olyan vizsgalatokat, amelyekkel funkcionalisan is bizonyitottak
volna a drotaverin L-tipusu fesziiltség-fliggd Ca®*-csatorna (L-VOCC)-blokkold hatasat.
Munkam egyik célja annak bizonyitasa volt, hogy a drotaverin funkcionalisan is gatolja az L-
VOCC-t.

A drotaverin részletes PDE gatlo hatasanak tanulméanyozéasa kozben kidertiilt, hogy
szelektiven gatolja a PDE IV enzimet, melynek elsédleges szerepet tulajdonitanak az asztma
¢€s az egyéb kronikus 1égti megbetegedések patomechanizmusdban. A Ca®" szintén alapvetd
a léghti simaizom miikddés szempontjabol, ezért kézenfekvonek tiint, hogy 1égiti simaizom
preparatumon vizsgaljuk a drotaverin L-VOCC-blokkolo hatasat és megallapitsuk, hogy a
kapott funkcionalis valtozasok inkabb L-VOCC-blokkolo, vagy PDE gatld hatasaval vannak

Osszefiiggésben.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Léguti megbetegedések osztalyozasa

A nem fertdz6 agens kivaltotta kronikus léguti betegségeket két nagy csoportra
oszthatjuk. Obstruktiv és restriktiv tiidobetegségekre, amelyek jellemz6it az 1. abra foglalja

0ssze.

Obstruktiv és restriktiv megbetegedések

Obstruktiv Restriktiv
Jellemzdije: Jellemzdje:
Csékkent VC, FEV1/FVC *Csokkent VC, TLC
FEF 25-75% *Csokkent RV, FRC
Fokozott TLC, RV, FRC *Normalis FEV1/FVC
1. COPD 1. Pneumothorax
2. Asztma 2. Pleuralis folyadékgyiilem
3. Bronchiektazia 3. Melkasfal rendellenességei
4. Cisztas fribrozis 4. Neuromuszkularis zavarok

1. abra: Az obstruktiv és restriktiv megbetegedések jellemzdi. TLC- teljes tiidokapacitas, VC-
vitalkapacitas, RV- rezidualis térfogat, FRC- funkcionalis rezidualis kapacitas, FVC- eréltetett
kilégzési vitalkapacitas, FEV 1- az els6 masodperc alatt kilégzett levegé mennyisége, FEF-
maximalis kilégzési aramlas

Az obstruktiv betegségek kozé tartozik az asthma bronchiale (roviden asztma) és a
kronikus elzarodasos tiidobetegség a COPD (Chronic Obstructive Pulmonary Disease).
Mindkét betegség szamtalan alcsoporttal és egymasba atmenetet képezé megjelenési formaval
(fenotipus) rendelkezik. Kauppi és munkatarsai 2011-ben a betegek altal jelentett kimenetel és
a retrospektiv orvosi adatok alapjan a betegeket harom populacidba sorolta: asztmaban,
COPD-ben, valamint asztmaban és COPD-ben szenved6 atfedd tlineteket mutatd betegek,

amelyet a 2. abra szemléltet.



Asztma

l

Léguti elzarodas

A

<—+ COPD
<—— Tudéfibrozis
Kronikus
. <€—— Emfizéma
bronchitis

2. abra: Az obstruktiv légiti megbetegedések gyakran egymasba atmenetet képezo megjelenési
formaval rendelkeznek.

Mindkét betegségre jellemz0d, hogy a tiinetek nagy része Osszefiiggésbe hozhato az
extracellularis/intracellularis Ca** ion egyensulyt szabalyoz6 folyamatok felbomléasaval.
A restriktiv tiidébetegségek klasszikus példaja a tiid6fibrozis, de ezekre a dolgozatomban nem
térek ki.

3.1.1. Az obstruktiv tiidébetegségek epidemiolégiaja

A WHO adatai alapjan vilagszerte kozel 300 milli6 ember szenved krénikus
elzarodasos tiidébetegségben. A 300 millié betegbdl kb. 235 millié ember szenved asztmaban
¢s Kkoriilbeliil 64 milli6 COPD-ben. A levegdben keringd allergének, a ndvekvd
légszennyezés, valamint a dohdnyzés évente 30 millio esetben stlyosbitja a tiineteket. Az
erofeszitések ellenére a becslések azt mutatjdk, hogy egyiittesen 2030-ra az asztma ¢és a
COPD a 3. leggyakoribb haldlozasi tényezd lesz. Magyarorszagra vonatkoztatva pontos
epidemioldgiai adatok nincsenek, de az Orszagos Egészségbiztositdsi Pénztar elemzése
szerint pulmonologiai szakellatd rendszerben nyilvantartott COPD-ben szenvedé betegek
szama 2007-ben 109 999 volt, ugyanakkor a tényleges betegszam 400-500 ezerre tehetd, ami

a nyilvantartott 1étszam 4-5-szorose (Csikos és Gajdacsi, 2011%). Az asztmaban szenvedd
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feln6tt betegek szama 2006-ban 209103, de évente mintegy 10-18 ezer 0j beteget
diagnosztizalnak (Csikos és Gajdacsi, 2011°).

3.1.2. Az asztma és a COPD tiinetei, koroka

Az elzarddasos tiidébetegségek leggyakoribb tiinetei kozé tartozik a thlérzékenység
kovetkeztében kialakulo tiido 1égcsere csokkenése, nehézlégzés, fulladas, kronikus kohoges,
amelyek hatterében a 1€gcs6 atmérdjének visszafordithatd (1€guti simaizom valasz) és allando
(remodelling) elvaltozasai (emfizéma, bulba, nyaksejt tulszaporulat/tilmiikodés) allnak.
Huber mar tébb mint 90 évvel ezeldtt asztmas betegekben megfigyelte, hogy az allando
(perzisztens) valtozasok a megvaltozott 1égcsé szerkezet kdvetkezményei (Huber és mtsai,
1922). A 1égcsd szubepitél, illetve simaizom rétegének megvastagodasa kovetkeztében
csokken annak belsé atméréje, a fala ez altal vastagabba és rugalmatlanabba valik. A
felszaporodott simaizom mennyiség pedig fokozott kontrakcios valaszt, igy 1éguti sziikiiletet
idéz eld. SzElsdséges esetben a simaizom 0sszehtzodast kivaltd anyagok hatasara a 1égut
teljesen Gsszesziikiil, elzarodas alakul ki. A fokozott és siirli nyaktermelés szintén sziikiti,
extrém esetben el is zarja a légutakat. A légcsdben a levegd aramlasi sebessége a légesd
atmérdjének harmadik hatvanyaval aranyosan valtozik. Ez azt jelenti, hogy kismértékti atmérd
valtozas nagymértékii aramlasvaltozassal jar. Késobbi tanulmanyok bizonyitottak, hogy nem
csak a léghti simaizom megvastagodasa all emdgott, hanem a variabilis tényezdk, mint
példaul az allergének és a gyulladas kovetkeztében kialakuld kontrakcio fokozodas is. Annak

ellenére, hogy csak iddleges légaram csokkenést okoznak a fent emlitett tényezOk, mégis

crey

Béar mind az asthma bronchiale mind a COPD az elzar6dasos 1éguti megbetegedések
csoportjaba tartozik, a két betegség korokilag jelentdsen kiilonbozik, amelyet a 3. abran

bemutatott eltér6 biomarkerek és mediatorok is mutatnak.



Asztma

Altaldban epizédikus,
nem el6rehaladott és
gyerekkorban alakul ki,
jol kezelhetd
bronchodilatatorokkal
és kortikoszterodiokkal

COPD

Lassan és fokozatosan
stlyosbodd, a betegek
tobbségét 60 éveiben
diagnosztizaljak,
kiillonboz6 tinetek
jellemzik, valaszkészség
bronchodilatatorokkal
és kortikoszterodiokkal
szemben alacsony

5%
sulyos
asztmas

Léguti tulérzékenység, léguti gyulladas

Sejtek ]

Neutrofilok, eozinofilok,
makrofagok, hizdsejtek,
CD 4* sejtek, CD 8* sejtek

Neutrofilok, makrofagok,
CD 8* sejtek

[

Mediatorok ]

Eotaxin, IL-4, IL-5, IL-13, NO

IL-8, TNFa, IL-1 B, IL-6, NO

[

Biomarkerek ]
FeNO Fibrinogén
Eozinofila, IL-13, IgE, Eozinofilia

Vizelet leukotrién-E4 ,
Szérum periosztin

3.1.3. Kezelési lehetoségek

Szérum eozinofil , IL-5
Emelkedett fehérvérsejt + c-
reaktiv protein+ fibrinogén

3. abra: Az asztma és COPD kozotti hasonlosagok és Kkiilonbségek. Az abrat Barnes, 2006
alapjan készitettem.

Az asztmara jellemzd, hogy az id6ben valtozd mértékii horgdsziikiilet az esetek nagy részében
az 1. A tablazatban felsorolt horgdtagité szerekkel, mint példaul az adrenerg-béta,-receptor
(ADRB2) agonista vegyiiletek alkalmazasaval rovid idon beliil visszafordithatd. Az asztma, a
szteroid-rezistens asztma kivételével, jol reagal a gyulladascsokkentd gliikokortikoid

kezelésre iS. Az asztma elsddlegesen simaizom eredetli 1€gti sziikiiletével szemben a COPD
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hatterében foként a gyulladds okozta szoveti kéarosodas all. Ebben a folyamatban
kulcsszerepet jatszanak a neutrofilok és a makrofagokbol felszabadulé gyulladasos
mediatorok, amelyek szekrécidja a PDE IV enzim gatlé szerekkel megakadalyozhatd. A
roflumilast szelektiv PDE IV gatlo, ezaltal hatékonyan gatolja a tiidoszoveti gyulladast,
valamint a tiidé fibrotikus ¢és enfizémas atépiilését. Bar a COPD-ben is kimutathatdé horgd
szlkiilet, de az altalaban konstans mértékli és béta, (B2) agonistakra kevéssé reagal. A COPD
nagyrészt szteroid rezistens betegség, a kezelési lehetdségeit a 1. B tablazatban §sszegeztem.

1.A. tablazat: Asztmaban hasznalt gydgyszerek és egyéb terapiak. A tablazatot Shahidi és
FitzGerald, 2010 alapjan készitettem.

Asztma
Fenntart6 terapiahoz Tiineti szerek
hasznalt szerek
Inhalécids
gliikokortikoszteroidok

Egyéb

Gyors hatdsu inhalécios
B,-agonistak

Oralis antiallergén szerek

Allergén-specifikus
immunterapia

Szisztémas
gliikokortikoszteroidok
Antikolinerg szerek

antileukotrienek

hosszl hatasu
Bo-agonistak
anti-IgE
Szisztémas
gliikokortikoszteroidok

1.B. tablazat: A COPD kezelésére hasznalt gyogyszerek és egyéb terapiak. A tablazatot Vestbo,
2013 alapjan készitettem.

COPD

Fenntarto terapiahoz
hasznalt szerek
Antikolinerg szerek

Inhalacios
gliikkokortikoszteroidok
hosszu hatast
B,-agonistak
Bo-agonistak és
gliikkokortikoszteroidok
kombinécioja
Aminofillin, Teofillin

Tiineti szerek
Gyors hatasu inhal4cios
B--agonistak
Szisztémas
gliikokortikoszteroidok
Antikolinerg szerek

Teofillin

Roflumilast

11

Egyéb
Antibiotikumok
Mukolitikumok
Oxigén kezelés

Antioxidansok



3.2.Tengerimalac, mint asztma és COPD modell

A tengerimalac a leggyakrabban hasznalt allat a kisméretli allatfajok koziil az asztma
¢s COPD preklinikai vizsgalataihoz (Canning, 2003). Szamos alapvet6 folyamatot, mediatort
¢és léguti megbetegedések pathogenezisében szerepet jatszo regulatort fedeztek fel, illetve
demonstraltak elséként tengerimalacokban, beleértve a Schulz-Dale hiperszenzitivitas
reakciot (Dale, 1913), a hisztamin szerepét (Brocklehurst, 1960), a ciszteinil-leukotriéneket
(Snyder és Krell, 1984), B-adrenoceptor szubtipusokat (Hartley és mtsai, 1968), tromboxant
(Bureau és mtsai, 1992), vaszkularis endotelialis novekedési faktort (VEGF) (Connolly és
mtsai, 1989), eotaxint (Jose és mtsai 1994), alveolaris makrofagok neutrofil kemotaktikus
faktorait (Hunninghake és mtsai, 1978) (leukotriének B, és/vagy IL-8) és a cAMP (Robison
¢s mtsai, 1968) valamint az inozitol-trifoszfat szerepét a szignal transzdukcioban (Burgess és
mtsaim 1984). A tengerimalacok receptor morfoldgiaja sokkal kdzelebb all a human receptor
morfologiahoz, mint mas gyakran hasznalt fajoké (Muccitelli és mtsai,1987; Canning, 2003;
Ressmeyer és mtsai, 2006). Tobb tiidé mechanika mérésére szolgaldo modszert fejlesztettek ki
olyan vizsgalatokban, amelyekben tengerimalacot hasznaltak modell allatként (Amdur és
Mead, 1958; Pennock és mtsai, 1987). Ennek ellenére az elmult években a transzgénikus
egértorzsek megjelenésével csokken a tengerimalacok hasznalata a 1éguti megbetegedések
modellezésére, ami azért is sajnalatos mivel szamos végpontot jobban modellez, mint az egér
az asztmahoz és COPD-hez kapcsolodoan (Persson és mtsai 1997; Persson, 2002, Meurs és
mtsai, 2006;).

3.2.1. A tengerimalac légutak autonomiaja és fiziolégiaja

A tengerimalac 1égzérendszerének a fiziologiaja hasonld az emberéhez, amelyet
szamos tanulmany bizonyitott (Hughes, 1965; Dalen, 1983; Muccitelli és mtsai, 1987,
Ressmeyer és mtsai, 2006). Tobbrétegli epitélium boritja a tracheat, a f6horgdket és a nagy
intrapulmonaris bronchusokat mind a két fajban (Dalen, 1983). A vagalis afferens idegek,
beleértve a C-tipusu idegrosotokat és a mechanoreceptorokat, beidegzik az epitéliumot és a
szubepitélialis teret (Canning és mtsai, 2006). A szubepitélidlis vaszkulatura az epitélium és a
simaizom réteg kozott helyezkedik el (Hughes, 1965; Miodonski és mtsai, 1980). Ezek a
vonasok megtalalhatéak mind az emberben, mind a tengerimalacban, viszont az egerekben
eltéréek, mivel benniik hianyzik a szubepitélidlis vaszkulatura és csak kevés nyalmirigyiik

van és ritkan beidegzett az epitéliumuk (Pack és mtsai, 1984; Choi és mtsai 2000;
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Widdicombe és mtsai, 2001). A neuroendokrin sejtek és a neuroepitelialis testek mind az
emberekben, mind a tengerimalacokban az epitéliumban helyezkednek el (Adriaensen és
mtsai, 2006). A légati simaizom a tengerimalacokban mind anatomiailag, mind
funkciondlisan hasonldé az emberi légutakban talalhaté simaizomhoz, azaz végighalad a
tracheatol a termindlis bronchusokig. A trachedban és az extralobaris bronchusokban a
rugalmas patké alakua hialin porcgyiiriiket kapcsolja dssze, mig az intralobaris bronchusokban
ettdl eltérden a simaizom egy folyamatos réteget képez a bronchusok falaban, amig a porc
nem képez folyamatos struktarat és teljesen hianyzik a periférias bronchusokbol (Brendan és

mtsai, 2008).

Szintén jellemz6 mind a két fajra, hogy az izolalt 1éguti simaizom egy spontan tonust
mutat, amelynek kivaltasahoz a lokalisan felszabadul6 autakoidok jarulnak hozza. Az emberi
légutakban ez a bazalis ténus a hizdsejtekbdl felszabaduld hisztaminnak és a cisztenil-
leukotriéneknek tulajdonithatd (Ellis és Undem, 1994). A tengerimalacokban ezt a bazalis
tonust szabalyozza a prosztaglandin E; a ciklooxigenaz-2 aktivitason keresztiil (Orehek és
mtsai, 1975), amely nem szteroid tipust ciklooxigenaz gatld indometacin alkalmazasaval
megakadalyozhato (Charette és mtsai, 1995). Emberekben is megtalalhaté a ciklooxigenaz
aktivitas, de wvalosziniileg hidnyoznak az EP; receptorok a simaizombol, amelyek a
tengerimalacokban a bazalis tonus szabalyozasaért felelosek (Ndukwu és mtsai, 1997),
viszont az autakoidok mind két fajban hatassal vannak a bazalis tonusra, amely bizonyithatd

mind in vivo, mind in vitro (Impens és mtsai, 1993).

3.2.2.Tengerimalac légutainak beidegzése

A tengerimalac léguti simaizmanak autondm beidegzése nagyon kozel all az
emberéhez (Canning, 2006). A paraszimpatikus idegrendszer képezi a f6 bronchokonstrikcios
neuronalis Gtvonalat a 1égutakban (Nazinigouba €és mtsai, 2014), a kolinerg beidegzés felelds
a légutak bazalis tonusaért (Widdicombe, 1963). A kolinerg rostok a bolygoidegen keresztiil
haladnak lefelé, majd a légutak falaban 1év6é paraszimpatikus ganglionokba csatlakoznak,
amelyet a 4. abra mutat. A paraszimpatikus ganglionok stirlisége a proximalis 1égutakban éri
el a maximumat, koriilbelil az 5-7. bronchus sorban (Daniel és mtsai, 1986). Ezektdl a
ganglionoktol kezddddéen a rovid posztszinaptikus rostok elérik a simaizmot és a
nyalmirigyeket (Coburn, 1987). Az acetilkolin (Ach), a f6 neurotranszmittere a

paraszimpatikus idegrendszernek, amely felszabadul mind a ganglionos szinapszisokbdl,
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mind a posztganglionos idegvégzddésekb6l a depolarizacid kovetkeztében az L-VOCC

’ ’ r 2+ y s . - .
csatornakon bearamlo Ca“ hatasara (Giovannini és mtsai, 2002).

adrenerg  kolinerg  nem adrenerg,
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4. abra: Az autonéom idegrendszer adrenerg, kolinerg, nem-adrenerg és nem-kolinerg
komponensei. Az abrat Barnes, 1984 alapjan készitettem.

A ganglionokban, az Ach hat a posztszinaptikus nikotinos kolinoreceptorokra,
amelyek felel6sek az ingeriiletatvitelért és az M2 (muszkarin) receptorokra, amelyek a negativ
visszacsatoldsban vesznek részt. A neuromuszkularis idegvégzddésekben az ACh aktivélja a
az M3 receptorokat, amelyek felelések a kontrakcioért, valamint az M2 receptorokat, amelyek
részt vesznek az Ach felszabadulas negativ szabalyozasaban (Roux és mtsai, 1998).

Szemben a kolinerg stimulacidval, az adrenerg stimulacié (4. abra) relaxalja a
légutakat annak ellenére, hogy az adrenerg beidegzés a léguti simaizomban gyengébb az
emberekben, a B,-adrenoreceptorok nagy mennyiségben vannak jelen a léguti simaizomban
(Pack ¢és Richardson, 1984). Azok az adrenerg rostok, amelyek a paraszimpatikus
ganglionokban haladnak, lehetévé teszik a 1éghti simaizmok indirekt adrenerg kontrolljat
(Daniel és mtsai 1986).
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Az Ach és a noradrenalinon kiviil, az autoném idegrendszer nem-adrenerg és nem-
kolinerg (NANC) komponense képes mas kontraktilis és relaxdciés agonistak
felszabaditasara, mint példaul a neuropeptid Y, P anyag, neurokininek, vagy vazoaktiv
intesztinalis peptid (VIP). Mivel a NANC rendszer nem olyan Kkifejezett az emberi
Iégutakban, csak alacsony funkcionalis szabalyozo hatasa van (Jartti, 2001).

Az autonom idegrendszeren feliil, szamos sejttipus talalhato a 1égutak falaban, mint az
epitél sejtek, gyulladdsos sejtek ¢€és a miocitdk, amelyek kiillonb6z6 mediatorok
felszabaditasara képesek, mint példaul az endotelin (ET), adenozin-5-trifoszfat (ATP),
arachidonsav metabolitjai és hisztamin (FitzPatrick és mtsai 2014). A hisztamin a hizésejtek
¢s a bazofil sejtek granulumaiban raktarozodik, de felszabadulva a simaizomsejtek H1R
(Hisztamin 1 receptor) receptorain keresztiil kozvetleniil képes bronchokonstrikciot kivaltani,
a H3 (Hisztamin 3 receptor) receptoron keresztiil, ugyanakkor viszont képes hatni a kolinerg
ingeriilet atvitelre mind a paraszimpatikus ganglionokon, mind a posztganglionaris

idegrostokon (Ichinose és Barnes, 1989).

3.2.3. Szignaltranszdukci6 tengerimalacokban és emberekben

A léguti simaizom sejtek és a gyulladasos sejtek szignaltranszdukcidja nagyon hasonlo
emberekben és tengerimalacokban (Chabot és mitsai, 1995; Billington és Penn, 2003). A
simaizom Osszehiizodasért az intracellularis Ca®* szint megndvekedés, valamint inozitol
foszfat (IP) utvonal felel6s (Salari és mtsai, 1992, Preuss és Goldie, 1999). A kontrakcios
agonistdk a G-fehérje kapcsolt receptoron Gg-fehérjén hatnak, amely mind a két faj léguti
simaizmaban megtalalhato, és funkcidja bizonyitott (Billington és Penn, 2003). Ellenben,
néhany azon agonistak koziil, amelyek a Gi-fehérjéhez kotddik, az aktivalddast kdvetden
gatolja az adenilat-ciklaz aktivitast, (Pyne és mtsai, 1992; Roffel és msai, 1993) relaxaciot
eredményezve. Ezek az agonistak mind a két fajban a ciklikus nukleotidok, a cAMP és
cGMP-t, valamint a Ca®* aktivalt K csatorndkon keresztiil hatnak (Corompt és mtsai, 1998).
A ciklikus nukleotidokat ezt kovetden inaktivalhatja szamos foszfodieszteraz izoenzim, mint a
PDE III, PDE IV és PDE V-t, amelyeket azonositottak mind az emberi, mind a tengerimalac
1éguti simaizomban (Torphy, 1998).
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3.2.4. Membranpotencial tengerimalacokban és az emberben

A léghti simaizom sejtek nyugalmi membranpotencialja -60 és -45 mV kozott van
(Tomita, 1989). A legtobb fajban, mint példaul a tehénben és a kutyaban stabil, de ezzel
szemben embereckben és a tengerimalacokban oszcillal, amelyet ,lasst hullamoknak”
neveznek. Ezt a jelenséget elséként tengerimalac 1égcsé simaizom sejtekben figyelték meg
(Small, 1982), majd késobb bebizonyosodott, hogy ez a jelenség szintén megfigyelhetd az
emberi 1égcsé (Honda és Tomita, 1987) és bronchusok simaizmaiban is (Ito és mtsai, 1989).
A ,lasst hullamok” atlagos amplituddja és frekvenicaja amig tengerimalacokban 12 mV és 50
hullim min™, az atlagos membranpotencial -50mV, emberekben ez az érték egy kicsit
alacsonyabb (8mV, 20 lassii hullam min™ és -45 az atlagos membran potencial értéke)
(Tomita, 1989).

Tovabba az in vitro kisérletekben azt is megfigyelték, hogy mind a tengerimalac, mind
az ember légutak spontan tonust mutatnak. A tengerimalac esetében ennek oka a
folyamatosan termel6dé és felszabaduld prosztaglandinok, (Raeburn és mtsai, 1987)
amelyeket a ciklooxigenaz-2 (COX-2) szabalyoz (Charette és mtsai, 1995). Ezzel szemben az
emberekben a spontan tonusért a hisztamin és a leukotriének felszabadulasa, (Ellis és Undem,
1994) valamint a ciklooxigenaz metabolitok és a léguti epitélium felelés (Watson és mitsai,
1997). A COX-2 hatékony inhibitora az indometacin, amely mikromolos koncentracioban
képes megakadalyozni a prosztaglandin termelddést tengerimalac légcsd preparatumon

(Hiramatsu és mtsai, 2010).

Annak ellenére, hogy a tengerimalac és az emberi 1éguti simaizom ,,lasst hullamokat”
bocsajt ki, ezek csak igen ritkdn alakulnak akcios potencidlokkd és a légti simaizom
membranja altaldban egy erds kifelé irdnyuld rektifikdciot mutat (ionaramléas kifelé
kedvezményezett) (Tomita, 1989). Ez a kifelé iranyul6 rektifikacio azt jelenti, hogy minden
egyes depolarizacios probalkozast azonnali K* csatornak nyitasa kovet, fokozva a K* effluxot,
amely hiperpolarizalja a membrant, igy probalva egyensulyozni a depolarizaciot. Eddig
dsszesen 14 kiilonbozé K* csatornat azonositottak, (Alexander és Peters, 1999) de a léguti
simaizom membranjaban ezek kozil csak néhany talalhato meg. lde tartozik a nagy

crer

vezetoképességli Ca®" aktivalt K csatorna (BKca) és a késleltett rektifikacioji K* csatorna
(Ky), amelyek felelosek a 1éguti simaizom erds kifelé iranyulo rektifikaciojaért (Murray és
mtsai, 1991). A BKc. csatorna fesziiltség és Ca®* érzékeny K' csatorna, amely az

intracellularis Ca®* koncentracié névekedésre és a membran depolarizaciora aktivalodik
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(Kotlikoff, 1993). Ennek ellenére ugy tiinik, hogy a G-fehérjék és a intracellularis masodlagos
hirvivok is képesek szabalyozni a miikodését a kontrakcio-relaxacio soran. Ezzel szemben a

Ky csatornat egyediil a magas (20mV) membran depolarizacié aktivalja (Kotlikoff, 1993).

3.3. Légti simaizom tonusanak szabalyozasa

3.3.1. Ca2+szerepe a légnti simaizom tonusanak szabalyozasaban

A léguti simaizom kontrakciot képes kivaltani a depolarizacié (elektro-mechanikai
kapcsolas), vagy kontraktilis agonsitakkal vald stimulacié (farmako-mechanikai kapcsolas).
Mind a két Gtvonal kozos jellemzdje, hogy intracellularis szabad Ca?* koncentracio
névekedést okoz (Ca?*). Normal fiziologias koriilmények kozott az extracellularis Ca®*
koncentraci6 1-2 mM, mig a (Ca?*)ia nyugalomban 1évd simaizom sejtben koriilbeliil 150 nM
(Murray RK, Kotlikoff, 1991). Ez a koncentracio kiilonbség 4 nagysagrendnyi, amely
biztositja a megfeleld gradienst. Nyugalomban csak nagyon kevés Ca®* ion 1ép be a sejtbe,
ami miatt a (Ca®*); koncentrici6 viszonylag konstans, koszonhetéen a kiilsnbozé
homeosztazis fenntartisaért felelés mechanizmusoknak. Ide tartozik a Na'/Ca®* csere
transzporter, amelyet a befelé iranyul6 Na* gradiens iranyit, valamint a Mg®" fiiggé
plazmamembran Ca’-H'-ATPaz (Barnes, 1992) és a szarkoplazmatikus retikulumban
talalhaté Ca**-ATP-az (Somlyo és Somlyo, 1994). A 1éghti simaizom ingerlését kdvetden a
(Ca®"); hirtelen megemelkedik kériilbeliil 800 nM-ra, amely sikeres ingerlés esetén (45-60 sec)
300 nM koriil tartja fennt a (Ca®)i-ot (Murray és Kotlikoff, 1991). A kezdeti (Ca®");
novekedés konformaciovaltozast okoz a Ca®*-kalmodulin komplexben, amely aktivalja a
miozin konnytilanc kinazt (MLCK). A MLCK felelés a 20 kDa méretii miozin kdnnyti lanc
foszforilacigjaért (MLCy), amely ez altal aktivalja a miozin ATP-azt és kereszthidak
képzddését az aktin és a miozin kozott. A citoszolban 1évo Ca®* egy részét a szarko-
endoplazmatikus retikulum Ca”*-ATP-az visszapumpélja a szarkoplazmatikus retikulumba
(SR), illetve a légnti simaizom sejt membranjaban 1évé plazma membran Ca?*-ATP-az
kipumpélja a sejtb8l. A csokkend Ca?* szint hatasara a MLCao-t defoszforilalja a miozin

konnyt lanc foszfataz (MLCP) és a kontrakciot relaxacio valtja fel.

3.3.2. A farmako-mechanikai kapcsolas

Az egyensulyban 1évé nyugalmi Ca®* koncentraciot megvaltoztatjak a kontraktilis
agonistak G-fehérjékhez kapcsolt receptorokhoz valé kotddése. A kotddést kovetden a Gg-

fehérje aktivalja a foszfolipaz C-t (PLC), és ez hasitja a membranhoz kotott foszfatidil
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inozitol-4-5-biszfoszfatot inozitol-1,4,5-trifoszfatta (IP3) és diacil-glicerolla (DAG). A
felszabadulo 1P3 a szarkoplazmatikus retikulumbol gyors (Ca?*); felszabadulast valt ki,
amellyel elkezdédik a kontrakcio kezdeti szakasza, amit az 5. abra mutat. A Ca”'
felszabadulés tovabbi Ca*" influxot valt ki a raktar vezérelt csatornakon keresztiil (SOC) (Ito
¢és mtsai, 2002). Kimutattak, hogy a felszabaduld6 DAG-nak szerepe van a protein kinaz C-n
(PKC) keresztiili kontrakcié fenntartasaban (Somlyo és Somlyo, 1994). A dihidropridin-
érzékeny fesziiltség fliggd kalcium csatorndkon (VOC) keresztiili influx is hozzéjarul a G-
fehérjéhez kapcesolt receptor (GPCR) kivaltotta (Ca®"); emelkedéshez (Kume és mtsai, 2003).
A Ca®" hatasara aktivalodnak a Ca?" érzékeny CI csatornak (CLCA) (Liu és Farley, 1996),
amely depolarizaljak a léguti simaizomsejt membranjat és aktivalja a VOC-t, amely tovabbi
Ca’* influxhoz vezet (5. abra). Ennek ellenére a szerepe valésziniileg jelentdsebb az
intracellularis Ca®* raktarak ujratoltésében (Bourreau és mtsai, 1991) és az elektro-mechanikai
kapcsolas soran kivaltott kontrakcioban. A GPCR-kivaltotta léguti simaizom kontrakcid
kezdeti szakaszat egy tartosan fennmarad6 magas (Ca’"); koncentracid kovet, amely
fenntartasaért valoszintileg a receptor vezérelt csatornak (ROC) felelések (Murray és
Kotlikoff, 1991). A (Ca®*); emelkedés aktivalja a BKca csatornakat, amelyek a membran
hiperpolarizacidjan keresztiil ellenstlyozzak az agonista kivaltotta kontrakciot, de G-fehérje

kapcsolodasa a BKc, csatornakhoz igyekszik ezt a folyamatot elnyomni (Kume és mtsai,

(Hart és mtsai, 1998). Az RhoA-t a GTP kotddése aktivalja, ami aktivalja az Rho kinazt, ami
foszforilalassal inaktivalja a MP-t (Kimura és mtsai, 1996), igy az nem képes csokkenteni a
MLC foszforilaltsagat és relaxaciot okozni, amely altala kontrakcid Ca®*-tol fiiggetleniil 1s

fokozodhat.
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5. abra: A Ca” szerepe a simaizom ténusianak szabalyozasaban. Az MLC foszforilacidja,
amelyet a MLCK és a MP miikodése kozti egyensily szabalyoz, felelds a 1égiti simaizom ténus a
szabalyozasaért. Agonista kotddés hatasaira ROC-on és az IP3R-en keresztiil megemelkedik a
(Ca"); szint. Ennek kovetkeztében csokken az SR Ca”* koncentracioja, igy aktivalodik a SOC
keresztiili Ca®* influx, hogy potolja a Ca* csokkenését. Ezek a folyamatok osszességében
fokozzak a Ca’* kalmodulinhoz valé kotédését, igy létrehozva a Ca”*-kalmodulin komplexet. A
Ca’*-kalmodulin komplex fokozza a MLCK aktivalasat, ami a MLC foszforilalasahoz vezet. Az
emelked6 Ca®* hatasara aktivilodnak a K. csatornik, amelyek a sejtmembrant
hiperpolarizilva gatoljak a VOC csatornan keresztiili Ca”* influxot. Mas felél a kontraktilis
agonistak a GPCR-en Kkeresztiil aktivaljak az RhoA-t, amely eldsegiti a MP foszforilacidjat,
amely a csokkené Ca®* szinttel relaxaciohoz vezet. Az abrat Kume, 2015 Figure 1 alapjan
készitettem.

3.3.3. Elektro-mechanikai kapcsolas

Az agonistak képesek depolarizaciot kivaltani a nem szelektiv kation csatornak
aktivaciojaval (Pacaud és Bolton, 1991) és a K* csatorndk gatlasaval és/vagy Cl csatornak
aktivacidjaval (Kremer és mtsai, 1989; Pacaud és mtsai, 1991), igy nyitva az L-VOCC-t.
Kimutattak, hogy az agonistak képesek membran depolarizacio nélkiil is a csatorndk nyitasara
direkt, vagy indirekt hatast gyakorolva a GTP kot6 fehérjére (Nelson és mtsai, 1988). A
csatorna a folyamatos depolarizacié hatasara érzéketlenné valik, bar a K' indukalta
depolarizacié hatasara folyamatosan novekedik az intracellularis Ca®* koncentracié és a
kontrakcio folyamatosan fennmarad. Az elektrofiziologiai kutatasok soran kideriilt, hogy a
depolarizacié kovetkeztében bearamlé Ca?* a maximumat 10 ms utan éri el, majd utna nem

marad fent, hanem alacsony szintre esik vissza. Ezt az alacsony befélé iranyulé Ca®* aramot
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ugy is nevezik, mint ,,nem aktivalo” aram, amely azért sziikséges, hogy az intracellularis Ca?

novekedés folyamatos legyen (Imaizumi és mtsai, 1991; Fleischmann és mtsai, 1994).

Az SR Ca”* tartalmanak csokkenése gatolja a Ca®" aktivalt K* csatornakat, igy
depolarizaciot okoz (Karaki és mtsai, 1997). Ez a folyamat képes kivaltani az L-VOCC-n
keresztiili Ca®" influxot, igy fokozva a simaizom tonust (Kojima és mtsai, 1994). Bourrau és
munkatarsai kutya tracheaval végzett kisérlet soran azt talaltak, hogy az L-VOCC-nek szerepe
van a SR-ujratoltédésében. Ezt tamasztja ald az is, hogy az SR Ca’" pumpainak a gatlasa

depolarizlja a sejt membrant és fokozza az (Ca®*);-t (Sekiguchiés mtsai, 1996).

A B-adrenoceptorok is képesek az L-VOCC aktivalasara (Welling és mtsai, 1992;
Muraki és mtsai, 1993), de ennek ellenére mégis relaxaciot okoznak kontrakcioé helyett. Ezt az

ellentmondast a cAMP novekedésével magyarazzak.

3.4. A cCAMP szerepe a légiti simaizom tonus szabalyozasaban

A cAMP egy klasszikus masodlagos hirvivd molekula, amelyet Rall és Sutherland
fedezett fel majkivonatbol izolalva (Rall és Sutherland, 1958). Hatasa nagyon komplex,
szamos szignalizacios Utvonalra hatdssal van, mind 6nmagaban, mind effektor molekuldkon
keresztiil. Szerepe kulcsfontossagu a 1églti simaizom tonus szabalyozasaban, mivel kozvetiti
a GPCR altal kivaltott 1égtti simaizom relaxaciot (Penn, 2008), de hatassal van a gyulladasos

mediatorok kivalasztasaban és extracellularis matrix termelésében, valamint az epitél sejtek

--------
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enzimek gatlasa révén, de a leggyakrabban tanulmanyozott utvonal a [3,-adrenoceptor
agonistak kotédése révén aktivalt AC, amely ATP-t hasznal cAMP szintézisére. A folyamatot
a 6. abra mutatja be. A cAMP szintjének a novekedését kovetéen két CAMP molekula
kotddik a PKA regulacids alegységéhez lehetové téve a katalitikus alegység aktivalasat. A
PKA szamos célpontot foszforildl, amelyek, vagy az (Ca?")i-ot, vagy a légati simaizom Ca®*
érzékenységét csokkentik, ezaltal csokken a MLC foszforilaltsaga, ami végiil a simaizom
ellazuldsahoz vezet. A PKA foszforilalja a nagy vezetoképességii Ca®" aktivalt K* csatornakat
(Kume és mtsai, 1989), koztiik a K¢, csatornat (Kume és mtsai, 1994). A K, csatornak nagy
szamban vannak jelen a léguti simaizomsejt membranjan és szabalyozzdk a tonust. A Ke,
csatornak aktivalasa a membran hiperpolarizalasdhoz vezet, amely eldsegiti a L-VOCC

csatornak zarésat, igy csokkentve az (Ca®"); szintet, amely relaxaciohoz vezet. A PKA tovéabbi
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célpontja a HSP,o, amely az F aktin depolimerizacion keresztiil okoz relaxaciot (Mariam és
mtsai, 2009), valamint az Epac, amelyre a CAMP kozvetleniil is hat, igy csokkentve a MLC
foszforilaltsagat és az RhoA-n keresztiili MP-t inaktivalast (Billington és mtsai 2013).
Kimutattak, hogy a cAMP szintet emelé agensek, vagy a P-receptor agonistik hatassal
vannak az intracellularis Ca* eltavolitasra is a Na*/Ca®*cserélén (NCX) keresztiil (Yamanaka
¢és mtsai, 2003). A PKA befolyasolja a Gq szignalizaciés utvonalat, gatolja a Gq-kapcsolt
receptorokat, igy gatolva a PLC indukélta Ca?* felszabadulast az SR-bél (Billington és mtsai
2013). Egyik f8 célmolekulaja a foszfolamban, amely az SR Ca®*-ATP-az (SERCA) Ca*
felvételét szabalyozza és foszforilalt allapotban fokozza a Ca®" felvételt (Billington és mtsai,

2013).

B,-agonista e

KCa csatorna HSP- 20 c;\\. .6.,\

Légcsd keresztmetszete

6. abra: A p,-receptor agonista AC aktivalasin keresztiill megnévelt cAMP koncentracio
kivaltotta PKA szignalizaciés utvonalak. A PKA a K, csarornak foszforilalasan és a SERCA
Ca’* felvételének fokozasan keresztiil direkt médon csokkenti a (Ca®*)i-ot. Tovabbi célpontjai
kozott szerepel a HPSy,, Epac és a Gq szignalizaciés atvonal, valamint a MLCK foszforilalasa,
amelyen keresztiil csokkent Ca®* érzékenységhez vezet, amely végiil légati simaizom relaxaciét
okoz. Az abrat Billington és mtsai 2013 Figure 1 alapjan készitettem.

21



3.4.1. cAMP és Ca®* kapcsolata

Annak ellenére, hogy mar kozel 50 éve annak, hogy bizonyitottdk a cAMP és Ca®*
szignal utvonalak kozott kapcsolatot (Rasmussen, 1970) még manapsag is a legtobb esetben
fiiggetlen utvonalként tekintenek ra. A raktar-vezérelt kalcium csatorna (SOC) az egyik {6
szabalyozoja a Ca®" szi gnalizacionak a légati simaizomban, amelyrdl kimutattak, hogy oda-
vissza hatassal van a cCAMP szignal Gtvonalra. Ay és munkatarsai (Ay és mtsai, 2006) sertésen
végzett vizsgalatokon keresztiil bizonyitottak, hogy a cAMP negativan szabalyozza SOC
keresztiili Ca?* influxot, de azt is megfigyelték, hogy az ER Ca’* kiiiriilése fokozza az AC és a
cAMP termelddését kivaltd utvonalakat (Letkimmiatis és mtsai, 2009). Ebben valosziniileg
kulcsszerepe van a sztromalis interakcios molekula 1. altipusanak (Stiml), amely az ER
membranjaban talalhato, de az intracellularis Ca®* raktarak kiiiriilésének a hatasara kozel
keriil a plazma membranhoz (Zhang és mtsai, 2005) és a raktar kitiriilést, vagy az agonista
stimulaciot koveté SOC a Ca?* influx kivaltasaban jatszik szerepet (Peel és mtsai, 2006).
Martin és munkatarsai leirtak, hogy a kalcium felszabadulas altal aktivalt kalcium csatorna
fehérje 1 (Orail) és a Stiml szerepet jatszik az AC miikodésében (Martin és mtsai, 2009). A
receptor-vezérelt kalcium csatorna (ROC) Ca®" influxban is szerepe van a CAMP-nek, mivel
bebizonyitottak, hogy a tranziens receptor potencial kanonikus alcsalad 6-os tipustt (TRPC6)
kalcium csatornak aktivalasara képes (Shen és mtsai, 2011). A 1éghit simaizom sejtjeiben is
megtalalhatok ezek a TRPC6 csatornak, amelyek valosziniileg hatassal vannak az agonista

indukalt Ca?* influxra (Corteling és mtsai, 2004).

3.5. A léguti simaizom relaxacio6 lehet6ségei

A bronchodilatatorokat, azaz a horh6tagitd gyodgyszereket két csoportba lehet osztani
az alapjan, hogy mely farmakoldgiai mechanizmus felelds a relaxans hatasért. Az els6
csoportba azok az anyagok tartoznak, amelyek a kontraktilis mediatorok altal kivaltott hatast
gatoljak, mint szelektiv receptor antagonistak, vagy kontrakciot kivaltdé medidtorok
bioszintézisét és/vagy felszabaduldsat gatoljdk. Ide tartoznak az antikolinerg anyagok és
leukotrién receptor antagonistak, amelyet ma az asztma kezelésére hasznalnak (Billington és
mtsai, 2013). A masodik csoportot alkotjak azok az anyagok, amelyek a kontrakciot kivalto
mediatortol fliggetleniil funkcionalis antagonistaként hatnak a 1éguti simaizomra (Yamanaka
¢s mtsai, 2003). Ezt a relaxaciot szadmos sejten beliili utvonalon ki lehet valtani, amelyek

végiil csokkentik a (Ca®")i-t koncentraciot és/vagy a kontrakcios fehérjék Ca®* érzékenységét.

22



Mindezek ellenére négy sejtes mechanizmus jelenti az alapjat a 1€gati simaizomra kdzvetleniil
a novelése, (c) ciklikus nukleotidok lebontdsdnak gatldsa; (d) sejt membran ion csatorna

mukodésének befolyasolasa.

3.6. Bo-adrenoreceptor agonistak

crer

GPCR-kapcsolt modon, amelyek koziil a Bp-adrenoreceptoron keresztiili utvonal a legtobbet
tanulmanyozott, mivel terapias célpont az asztmaban és a COPD-ben szenvedd betegeknél.
Ahogyan a 6. abra is szemlélteti, azt kovetden, hogy a [p-adrenoreceptor agonista
kapcsolodik a Gs fehérje kapcsolt receptorhoz, a Gs fehérje komplex disszocial G, és Gg,
dimerré. A Gg, dimer 6nmagaban is képes elinditani specifikus szignalizacios kaszkad
folyamatokat, de a Gy, alegység az, amely felelds az AC aktivalasaért, és ez katalizalja a ATP
atalakulasdit cAMP-vé ¢és pirofoszfattd (Billington ¢és Penn, 2003). A pp-szelektiv
adrenoreceptor agonistak bevezetése az 1960-as években forradalmasitotta az asztma
gyogymod f6 iranyvonalat jelentik (Billington és mtsai, 2017). A rovid hatasu o-
adrenoreceptor agonistdk, mint a terbutalin, szalbutamol és fenoterol gyors segitséget
jelenthetnek az akut bronchospazmus ellen ¢és  védelmet nyujtanak  szamos
bronchokonstrikcidt kivalté hatas ellen, mint a mozgéas, vagy az allergének belégzése
(O'Byrne és Kerstjens, 1996). Az 0j hossz hatast Pp-adrenoreceptor agonistak, (Kume és
mtsai, 1994) mint a szalmaterol és a formaterol alkalmazasa viszont hatidsosabbnak tiinik az
asztma tlineteinek kezelésre szemben a rovid hatast B,-adrenoreceptor agonistakkal (Pauwels
R, OByrne, 1997). A p,-adrenoreceptor agonistak hatasossaganak ellenére gyakori

alkalmazasuk receptor deszenzitizaciot okozhat (Giovanni és mtsai, 2010).

3.7. Guanilat-ciklaz aktivatorok

A guanilat-ciklaz felelés a guanozin-trifoszfat (GTP) atalakitasaért ciklikus 3°,5°-
gunaozin-monofoszfatta (cGMP). Két formaban fordul eld, oldhatdo €és membrankotott
enzimként (Knox AJ, Tattersfield, 1995). Az oldhato format képes aktivalni a NO, vagy a
nitrovazodilatatorok az enzim hem-prosztetikus csoportjahoz kotédve, ennek kovetkeztében
nitrozohem képzodik. A hatasat a cGMP-fiiggé protein kinaz (PKG) aktivaciojan keresztiil

fejti ki, amely hatdsmechanizmus hasonlé a PKA-hoz, beleértve az SR Ca** felvétel fokozasat
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(Knox és Tattersfield, 1995) és az SR Ca®" felszabadulas gatlasat (Kannan és mtsai, 1997), de
egyes kutatasok azt mutatjik, hogy a BKcg-ra és mas K* csatornakra is hatassal van (Thirstrup

¢s mtsai, 1997).

3.8. Foszfodiészteraz-gatlok

A cAMP-ot, mint masodlagos hirvivé molekulat, a jel megsziinését kovetéen nagyon
gyorsan képesnek kell lenni elimindlni a sejtnek. Ezt a funkciot tolti be a PDE enzimcsalad,
amely katalizalja a ciklikus foszfat kotés hidrolizisét a cAMP és cGMP-ben, igy 1étrehozva
5’-AMP-t és 5°-GMP-t, amelyek igy inaktivak a ciklikus nukleotid szignalizaciés Gtvonalon.
A PDE enzimek felfedezése akkor kezddédott el, amikor asztmaban szenvedd Henry Hyde
Salter 1886-ban megfigyelte, hogyha iires gyomorra iszik egy erds kavét, akkor az
megkdnnyiti a 1égzését (Sakula, 1985). Ekkor még a hatasmechanizmus ismeretlen volt, csak
késdbbiekben bizonyitottak be, hogy a koffein gyenge, nem szelektiv PDE inhibitor. Ashman
(Ashman ¢és mtsai, 1963) a patkany vizeletben valo cGMP felfedezése soran kimutatta a PDE
enzimet, amely képes a cAMP inaktivalasara. A jelentOségiik novekedni latszik a 1970-es
években patkany kisagybol torténd elsé izolacidja ota (Uzunov és Weiss, 1972), mivel
bizonyitottak, hogy diszfunkciojuk szerepet jatszhat az asztma, COPD, és autoimmun
betegségek kialakulasaban. A PDE-k konzervalt katalitikus doménnel rendelkeznek, de az
ezen a région kiviili aminosav szekvencia jelent6sen eltérhet. Az V, VI és a IX PDE izoforma
cGMP specifikus, a 1V, VII és a VIll-as cAMP, amig az I-11l, X-XI mind a CAMP, mind a
CGMP hidrolizisére is képesek. A PDE IV izoforma kdzponti szerepet tolt be a léguti
Cortijo éa mtsai, 1993) és tengerimalacokban (Miyamoto és mtsai, 1994). Annak ellenére,
hogy a PDE 1ll, mind a PDE IV képes a cAMP eliminalasara a PDE |1l alkalmazhatosagat
korlatozza, hogy szivizomsejtek és a 1éguti simaizomsejtekben jatszott CAMP koncentraciod
szabalyozé szerepe nem valaszthato szét, ezért olyan életveszélyes mellékhatasokat okozhat,
mint példaal az aritmia (Yan és mtsai, 2007). A fellépé mellékhatasok miatt kiilonboz6
struktaraju inhibitorokat fejlesztettek ki, de csak kevés jutott el a torzskonyvezésig, mivel az
enzimet nemcsak a célszovetben gatoltak (Robichaud és mtsai, 2002). Ennek ellenére a
szelektiv inhibitorok fejlesztése még mindig a gyogyszerfejlesztés f6 vonaldba tartozik. A
fentebb emlitett problémat kiilonb6z6 gyogyszerbeviteli modokkal probaljak megoldani, mint

példaul a phthalazinone szarmazékok helyi alkalmazasaval dermatitisz esetében (Kagayama
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crer

¢és mtsai, 2009), vagy a léguti gyulladas kezelését PDE IV inhibitorok inhalacidjaval (Page és
Spina, 2012).

3.8.1. Teofillin

Tobb évtizede tGgy tekintenck a teofillinre (1,3-dimetilxantin) és mas xantin
szarmazékokra, mint hatékony agensek a reverzibilis és kronikus obstruktiv léguti
megbetegedések kezelésére (Milgrom H, Bender, 1993). A B,-adrenoreceptor agonistak
elterjedésével azonban haszndlata visszaszorulni latszik, foként a magas terapids dozis
kivaltotta mellékhatdsok miatt manapsag mar csak kiegészitd terapidnak hasznaljak.
Bronchodilatator hatasait a PDE Il és PDE IV gatlasan keresztiil fejti ki, amig a
gyulladasgatlo hatasa valoszinilileg a hiszton deacetilaz aktivacionak (HDAC) tulajdonithatéd
(Ito és mtsai, 2002), amely képes a gyulladasos folyamatokban szerepet jatszé gének
kikapcsolasara. Ez a hatdsa kiilondsen fontos lehet a sulyos asztmaban és COPD-ben
szenveddknek, mivel a HDAC2 aktivéaldsa révén képes visszaforditani a kortikoszteroid
rezisztenciat (Adcock ¢és mtsai, 2005). A teofillin terapids dozisban viszont gyenge
bronchodilatator, ami azt sugallja, hogy valoésziniileg mas sejt tipusok relevansabbak lehetnek
az asztma ellenes hatas kivaltasdban. Az emberi léglti prepardtumon mért léguti simaizom
relaxalo hatas ECsg értéke 1,5x10 (Barnes, 2010), amely joval a terapias dozis felett van.
Emberi tiid0 kivonatbdl késziilt mintdn kimutattak, hogy terdpias koncentracioban a PDE
aktivitas 5-10%-at gatolja csak (Poolson és mtsai, 1978). A teofillinnel végzett in vitro
kisérletek bebizonyitottak, hogy egyarant képes ernyeszteni mind a nagy, mind a kis 1égutakat
(Finney és mtsai, 1985). Annak ellenére, hogy a teofillin valdszintileg $-agonista is (Barnes,
2010) az osszes léguti preparatumot képes volt ernyeszteni, mig a 3-agonistak, csak a 25%-at
(Guillot és mtsai, 1984). A B-agonistakon keresztiil novelt cAMP koncentracid, valdszintileg
fokozza a PDE-ok aktivitasat, amely korlatozza a hatasukat szemben a teofilinnel. Egy
kisérletben asztmas betegekbdl vett alveolaris makrofagok fokozott PDE aktivitast mutattak
ki (Bachelet és mtsai, 1991). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a teofillin valosziniileg
jobban gatolja az asztméaban szenvedék PDE IV-t, mint a nem asztmésok esetében. Ezt
tamasztja ala az is, hogy normal tiidében nem okoz bronchodilataciot szemben az asztmaban

szenvedokével (Estenne és mtsai, 1980).
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3.8.2. Papaverin

Kukovetz és Potz 1970-ben kimutatta, hogy a PDE gatlasra nem csak a metilxantinok
képesek, hanem eltér6 szerkezetli anyagok is, mint a makbol szarmazé alkaloid a papaverin,
amelyet 1848-ban fedezett fel George Merck. A papaverin f6 benzil-izokinolin alkaloidja az
keresztiil a papaverint vazodilatdtorként alkalmaztiak és hatdsat a PDE gatlasan keresztiili
cAMP novelésével magyaraztdk, annak ellenére, hogy a cAMP szint ndvekedés nem
Holmes 1975; Clyman és mtsai, 1976). Ezért felmeriilt az intracellularis cAMP koncentraciod
fokozéasa mellett, a Ca?* dinamikéajanak befolyasolasa (Shimizu és mtsai, 2000). Tomiyama és
munkatarsai megfigyelték tengerimalac coecumon végzett vizsgalaton, hogy a papaverin
csokkenti a Ca®* influxot és képes relaxalni a KCl indukalt kontraktrat (Tomiyama és mtsai,
1973) majd 4 évvel kés6bb, 1979-ben Huddart és Saad kimutatta a patkany ileum ritmikus
spontan kontrakciojanak gatlisa a papaverin altal kivaltott Ca?* influx gatlasanak
tulajdonithatd. Emberi corpus cavernosum KCI indukalt kontrakciojat dozis fiiggd modon
képes volt gatolni foként az L-VOCC-n keresztiili Ca?* altal (Kimoto ¢és Kessler, 1990).
Evekkel késsbb, 1992-ben Iguchi azt talalta, hogy a papaverin képes léguti simaizom
relaxaciét is eléidézni, amelyben szintén szerepe van a L-VOCC keresztiili Ca® influx

gatlasanak (Iguchi as mtsai, 1992).

3.8.3. Drotaverin

A drotaverin perparinbol szarmazékképzéssel eldallitott vegyiilet, 1962-ben keriilt
forgalomba Magyarorszagon, amelyet ma NO-SPA néven hoz forgalomba a SANOFI-
AVENTIS Zrt. A felfedezése 1961-ben Mészaros Zoltanhoz és Szentmiklosi Péterhez flizodik
(Mészaros €s mtsai, 1961). Munkajuk elismeréséiil Mészaros és Szentmikldsi 1970-ben allami
dijat kaptak. A drotaverin szelektiv PDE IV gatlo, kimutattdk, hogy hatasa hasonld
rolipraméhoz, amely prototipusa a szelektiv PDE IV gatloknak (Palfreyman MN, Souness,
1996). A drotaverinnel szamos farmakologiai vizsgalatot végeztek felfedezése ota és kideriilt,
hogy hatékonyabb goércsoldd, mint a papaverin (Korbonits, 1996). Savel 1980-ban kimutatta,
hogy a patkanybdl izolalt duodenum és tengerimalac ileum preparatumon acetilkolin €s
hisztamin kivaltotta kontrakcion akar négyszer hatékonyabb is lehet a papaverinnél (Savel,

1980). A simaizom relaxald hatas hatékonysagat bizonyitotta a kutyak epehdlyag kontrakcio
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ernyesztésének vizsgalata soran is (Shimohira és mtsai, 1980%). A drotaverin hatdssal van,
nemcsak a szervekben, hanem az erek falaban talalhatdé simaizomra is. Kimutattak, hogy
hatékonyan ernyeszti a noradrenalin kivaltotta kontrakciot izolalt nyul aorta prepardtumon
(Shimohira és mtsai, 1980°). A drotaverin hatékonysagét a gyomor-bél traktus, epe, urélogiai
¢s nogyogyaszati kezeléseknél a CAMP akkumulacié okozta simaizom relaxéacioval
magyardzzak, viszont a papaverinhez hasonléan a Ca®* influxra gyakorolt hatisa is
felmertilhet, mivel patkany méh simaizomzataban kimutattak, hogy a PDE enzimek mellett
megtalalhatoak a L-tipusa Ca®* csatornak is (Inoue, Y., Sperlakis, 1991), amelyeken Ca®*-
csatorna antagonistakkal végzett vizsgalat soran kideriilt, hogy méh simaizmon erds relaxalo
hatast valtanak ki (Higby és Suiter, 1999). Tomoskozi és munkatarsai (2002) receptor-kotés
vizsgalatokat végeztek vemhes patkany méh simaizomzatan. A kapott eredmények azt
mutattak, hogy a drotaverin koncentracio-fiiggd modon képes volt leszoritani kotéhelyrdl a
dihidropiridin tipust Ca®*-csatorna blokkolé (*H) nitrendipint, valamint képes volt ICs

koncentracidban meggatolni a (*H) nitrendipint kotédését.

3.9. A Ca”" influx gatlasa

Szamos kiilonbozd ioncsatorna taldlhatoé a simaizom sejt membranjaban, de a VOC ¢és
az ATP-érzékeny K" csatornak (Katp) a gyogyszerek fo célpontjai. Mar kdzel 50 éve annak,
hogy egy német fiziologus Albrecht Fleckenstein felfedezte, hogy szerves molekulak, mint a
verapamil hatdsa nagyon hasonl6 a [-adrenerg receptor antagonistdk kardiodepresszans
hatasahoz (Acierno és Worrell, 2004). Szerkezetileg harom nagy csoportra lehet osztani a
szerves Ca**-csatorna  blokkolokat:  dihidropiridinek  (prototipusa a nifedipin),
fenilalkilaminok (prototipusa a verapamil) és benzotiazepinek (prototipusa a (+)-Cisz-
diltiazem). A dihidropiridinek és a hozzajuk kapcsolodd gyogyszerek, mint példaul a Ca®'-
csatorna blokkolok, bevezetése a hipertenzid és a miokardialis ischemia kezelését kdvetden
szamos kisérlet foglalkozott a gydgyszerek lehetséges 1égliti simaizom relaxans hatasanak a
tesztelésével. In vitro a Ca®*-csatorna blokkolok képesek szelektiven kotédni az L-VOCC-hez
(Godfraind és mtsai, 1986), igy kiilonboz6 stimulusok altal kivaltott 1égati simaizom
kontrakci6 ernyesztésére, de koriilbeliil két nagysagrenddel hatékonyabbak a depolarizécio,
mint példaul a magas extracellularis K* koncentracié okozta kontrakcid ernyesztésére
(Advenier és mtsai, 1984; Nielsen-Kudsk és mtsai, 1986). Ez 6sszhangban van azzal a
megfigyeléssel, hogy a farmako-mechanikai kapcsolas soran az intracellularis Ca®* raktarak

és a Ca®" influx az ROC-on keresztiil torténik inkabb, mint a L-VOCC-n, ezért szamos

27



esetben vizsgaltak a Ca®*-csatorna blokkolok hatékonysagat az asztma kezelésében (Barnes,
1983; Barnes, 1985).

3.9.1. Nifedipin

A nifedipin (Adalat) a dihidropiridin tipusu Ca®*-csatorna blokkolokhoz tartozik,
amelyet a Bayer kutatoi indikaciot keresve kiildtek Albrecht Fleckensteinnek tesztelésre az
1960-as években, aki azt nyilatkozta hogy, *’még sosem volt ennyire hatékony antagonista a
kezei kozott”> (Kroneberg, 1992). A kezdeti kisérletekben angina kezelésére tesztelték,
amelyre 1975-ben meg is kaptak az engedélyt (Kazda, 1991). De a nifedipin hatékonynak
bizonyult a periférialis arteriolak simaizmanak az ernyesztésében, amelyet igy tovabbi
kisérletek kovettek. A magas vérnyomast is csokkentette, ezért 1981-ben kiterjesztették a
hipertenzié kezelésére (Di Somma as mtsai, 1996). Godfraind kimutatta, hogy
koncentraciofiiggé modon képes gatolni a KCI depolarizacié kivaltotta kontrakeidt izolalt
patkany artérian (Godfraind, 1983). De a szamos nifedipinnel végzett allatkisérlet soran
bebizonyitottak, hogy nemcsak a depolarizacié kivaltotta kontrakciot, hanem a prosztaglandin
¢s hisztamin (Male és mtsai, 1982) valamint a citromsav, metakolin és antigén indukalta
bronchokonstrikciot is relaxalja in vivo (Burgman és mtsai, 1983) és in vitro modelleken
(Fanta és mtsai, 1982). Cerrina demonstralta, hogy nifedipin alkalmazasa asztmas betegeken
gatolja a mozgas indukalta bronchokonstrikciot (Cerrina ¢és mtsai, 1981). Drazen ¢és
munkatarsai légesé preparatumon végeztek kisérletet, ahol a nifedipin hatékonyan
ernyesztette a hisztamin 6sszehuzott 1égcsovet (Drazen és mtsai, 1983) viszont a nyugalmi
tonusra nem volt hatassal. A sikeres kisérletek ellenére az asztmas betegekben kialakult
bronchokonstrikciot nem volt képes visszaforditani, sem pedig a dohanyzd férfiakon

metakolinnal kivaltott kontrakcid gatlasara nem volt alkalmas (Zindal és mtsai, 1985).

3.9.2. Diltazem

A diltiazem a prototipusa a benzotiazepin tipusi Ca?*-csatorna blokkoloknak,
amelyrél 1971-ben Sato anesztetizalt kutyakon megfigyelte, hogy a koszoruereken erds
vazodilatacios hatast valt ki (Sato és mtsai, 1971). Majd azt kovetden, 1975-ben rajottek, hogy
a diltiazem hatasat a Ca®*-csatorna blokkold képessége okozza. Szamos kisérletben igazoltak
kezelésében (Low és mtsai, 1981). Ezt kovetden in vitro modelleken bizonyitottak, hogy a

diltiazem hatékony lehet a bronchokonstrikciéo kezelésére iS. Ehhez a kisérlethez Advenier
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tengerimalac trachea preparatumot hasznalt, majd az értékelést kovetden azt talalta, hogy a
diltiazem a depolarizacié kivaltotta kontrakciot dozisfiiggd modon ernyesztette (Advenier és
mtsai, 1984), amit ezt kovetden Koga kisérletei is igazoltak (Koga és mtsai, 1989). Annak
ellenére, hogy in vitro a diltiazem képes volt a karbakol kivaltotta kontrakciot ernyeszteni
(Hirota és mtsai, 2003) in vivo nem bizonyult elég hatdsosnak az asztmaban szenved6k
metakolinnal, (Hendeles és mtsai, 1988) vagy karbakollal (Hartmann és Magnussen, 1985)
kivaltott kontrakcidjanak ernyesztésére és a testmozgas kozbeni hideg levegd okozta

kontrakcio ernyesztésénél sem mutatott szignifikans eltérést (Magnussen H, Hartmann, 1984).

3.10. Vazoaktiv intesztinalis peptid

A vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP) egy 28 aminosavboél allé neuropeptid, amely
széles korben eléfordul az emberi szervezetben, beleértve a tiidot (Said, 1994). A 1égutakban
a VIP-t tartalmazo idegsejtek a légcsérendszer simaizom rétegében talalhatok (Maggi és
mtsai, 1995). Asztmas betegeket vizsgalva kimutattak, hogy inhalacioja, vagy infuzidja, csak
kis mértékii bronchodilatiaciét okoz, de védelmet nydjt a hisztaminnal kivaltott
bronchokonstrikcid ellen (Morice és mtsai, 1983). A hisztaminnal 6sszehuzott tengerimalac
1égcs6 preparatumot legalabb egy nagysagrenddel hatékonyabban ernyeszti a szalbutamollal,
vagy a terbutilinnal szemben (Thirstrup és mtsai, 1997). A légutak epitéliumaban talalhato
VIP lebontasat végz6é enzimek gatlasa szintén fokozza a VIP relaxalo hatasat (Tam és mtsai,
1990). A VIP hatasat az AC stimulacidjara hatdo GPCR-on fejti ki (Alexander és Peters, 1999),
ezaltal fokozva a cAMP szintjét (Frandsen és mtsai, 1978). Osszehasonlitva a VIP hatasit a
PDE blokkolokkal, tengerimalac trachean azt talaltak, hogy valdszintileg tovabbi sejtes hatas
is szerepet jatszhat a VIP kivaltotta relaxacioban (Shikada és mtsai, 1991). Ebben a tovabbi
relaxald hatasban valésziniileg a Na*™-K*-ATP4az (Morrison és Vanhoutte, 1996) ¢és a BKc,

aktivacioja (Thirstrup és mtsai, 1997) jatszik szerepet.
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4. Célkitiizések

A célunk olyan kisérleti modszerek kidolgozasa volt, melyekkel egyértelmiien

bizonyithato, hogy a drotaverin PDE IV blokkol6 hatasa mellett funkcionalis L-VOCC gatl6

hatassal is rendelkezik. A cAMP mellett a Ca®* szintén alapveté a 1éguti simaizom miikodés

szempontjabol, ezért kézenfekvonek tiint, hogy 1éguti simaizom preparatumon vizsgaljuk a

drotaverin kalcium antagonista hatdsat. A cél megvaldsitasdhoz a kovetkezd kisérleti

megkozelitéseket hasznaltuk fel:

1)

2)

3)

4)

5)

KCI depolarizacié kivaltotta simaizom kontrakciot. Az irodalombdl ismert, hogy a magas
extracellularis KCI koncentracié képes depolarizalni a 1éguti simaizom sejteket, igy az
extracellularis térbél Ca?* influxon keresztiil kontrakciét okozni. Feltételezhetd, hogy ha a
drotaverinnek van L-VOCC blokkolé hatasa, akkor a vegyiilet gatolni fogja a KCl
kivaltotta kontrakciot.

A simaizom Ca?* raktiarak L-VOCC-on keresztiili ujratdltédésének (nyugalmi Ca?*
ujratoltddés) jelenségét. A kalcium depletalt preparatum kalcium tartalmt oldatban
agonista beadasa nélkiil is képes ujrateliteni kalcium raktarait. Az ujratoltédést kovetd
kontrakcid6 mértékén keresztiil ez altal az L-VOCC-re gyakorolt gatld hatas mérhetove
valik.

A simaizom Ca’" raktarak ROC és L-VOCC-on keresztiili ujratdltédését (receptor
aktivaciot kovetd Ca?* ujratoltédés). A kalcium depletalt prepardtumon kalcium hatasara
kontrakci6é valthat6 ki oldatban 1évé agonista mellett. A kialakuldsanak a sebessége
(meredekség) az L-VOCC blokkoltsag mértékére jellemzd paraméter lesz.

A simaizmok receptor aktivacion és depolarizacion alapuld kontraktardja utani simaizom
ernyesztést. Az L-VOCC-t blokkolni képes anyagok eltérd hatékonysagot mutatnak a két
kontraktira ernyesztésében. Osszehasonlitva a drotaverin hatiserésségét a receptor
aktivacio és depolarizacio kivaltotta kontraktura ernyesztésén, az L-VOCC-re gyakorolt
gatlo hatas kimutathatova valik.

A simaizom preparatumok receptor aktivacion és depolarizacion alapuld kontrakcidjanak
gatlasa kozotti mechanisztikus kiilonbségeket. A receptor aktivacidt kovetd intracellularis
raktarakbol torténd kalcium felszabadulassal és az extracellularis térbdl vald kalcium
influx segitségével kivaltott kontrakcion keresztiil a drotaverin preventiv hatisanak

mechanizmusa elkiilonithetvé valik.
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5. Anyagok és modszerek

5.1.Vegyszerek

A kalium-kloridot, kalcium-klorid-dihidratot, kalium-dihidrogén foszfatot, natrium-
hidrogén-karbonatot, magnézium-szulfat-heptahidratot a Merck Inc-t6l (Darmstadt,
Németorszag), a natrium-kloridot a Reanal ZRT-t61 (Budapest, Magyarorszag), drotaverin-
hidrokloridot a Chinoin Zrt.-t61 (Sanofi group, Budapest, Magyarorszag), etilén-glikol-
tetraecetsavat, az indometacint, nifedipint, teofillint, papaverin-hidrokloridot, diltiazem-
hidrokloridot, acetil-béta-metilkolin-kloridot, hisztamint-dihidrokloridot, D-(+)-gliikozt
Sigma-tol (St Luis, MO) szereztiik be.

5.2. Allatok

A kisérletekhez 300-350 g testtomegli him Dunkin-Hartley tengerimalacokat
hasznaltunk, amelyek az INNOVO Ltd.-bél (G6do116, Hungary) rendeltiink meg. Az allatokat
nyitott ketrecekben tartottuk, homérséklet szabalyozott (21-23°C) és szell6zéssel ellatott
kornyezetben, 12 oOras sotét-vilagos ciklusokkal. A viz és az aszkorbinsav tartalmu
tengerimalac taplalék (Altromin) ad libitum rendelkezésre allt. Az allatokat szovetdonorként
hasznaltuk fel, amelyhez az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanics (ATET) engedély
beszerzése nem volt sziikséges. Azonban, mint szdvetdonor allatok a NEBIH felé az éves

Osszesitésben jelentésre kertiltek.

5.3. Oldatok

Normal Krebs-Henseleit oldat dsszetétele: 119 mM NacCl, 25 mM NaHCOg, 2,5 mM
CaClp, 4,7 mM KCI, 1 mM KH2POy4, 1,2 mM MgSOy4, 11,1 mM glikozt, 5x10° M

indometacin.

Intracellularis kalcium raktar kiiiritésére hasznalt Ca®*-mentes Krebs-Henseleit oldat
osszetétele: 119 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 4,7 mM KCI, 1 mM KH2POy4, 1,2 mM

MgSOy, 11,1 mM gliikozt, 5x10° M indometacin, 0,25 mM EGTA.
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5.4. Modszerek

5.4.1. Légcso6 izolacioja és preparalasa szervfiirdohoz

Az elére elkészitett Krebs-Henseleit oldatot karbogén gazzal (95% 0O,+5% COy)
atbuborékoltattuk, hogy biztositsuk a megfelelé O, tenzidt és a 7,4+0,1 pH-t. Ezt kovetden a
tengerimalacot pentobarbitallal elaltattuk, majd a mély alvasban 1évé allatbol kimetszettiik a
légesovet és egy elore elkészitett Krebs-Henseleit oldatot tartalmazd preparald talba
helyeztiik. A 1égcs6b6l 3-4 porcgyiirii szélességli karikakat készitettiink, amelyet a

simaizommal atellenes oldalon atmetszettiink és szétnyitottunk a 7. abra szerint.

| Eréméré

Trachea ‘

simaizom \ g
/ \ Rogzit6 fonal

Lamina
propria

Légzési
epithélium

=<  Simaizom

Nyalkahartya
mirigyek

5 Porc

Rogzits tuskd

Vagas helye

7. abra: A légcsobol vagott 2-3 mm vastagsagu karika szerkezete (A), valamint a preparatum
erémérore valo felhelyezésének modja (B).

A szétnyitott trachea csik két végére egy-egy fonalat 6ltdttiink be, majd a preparatum
egyik végére hurkot kotottiink, amig a masik végén 1évo fonalat szabadon hagytuk. A

preparatumot a leheté leggyorsabban athelyeztiik a 20 ml-térfogata szervfiirdébe, amelynek
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allando 37,4°C -os homérsékletét termosztattal segitségével biztositottuk. A szervfiirdében
levé Krebs-Henseleit oldatot karbogén gazzal folyamatosan buborékoltattuk, hogy a kisérlet
ideje alatt fennmaradjon a megfelelé O, tenzio6 és a 7,4+0,1 pH. A preparatumhoz kotott fonal
szabadon hagyott végére is egy hurkot kotottiink, amelyet az erémérére akasztottunk (7.
abra). Ezt kovet6en a preparatumokat 5 mN-ig feszitettik meg, majd 1 oran keresztiil
hagytuk inkubalddni. Az inkubacio alatt a Krebs-Henseleit oldatot 15 percenként cseréltiik.
Egy tengerimalacbol Osszesen 8 preparatumot készitettiink, amelyeket ugyanazon a napon,
ugyanabban a kisérletben hasznaltunk fel. A 8 preparatumbol 4 szolgalt kontrollként, 4 pedig
a kivalasztott teszt anyagok egyikét kapta. Az izometrikus kontrakciot egy erdsitvel ellatott
eromérd segitségével mértiikk, amelyet az Experimetria Kft. (Budapest, Magyarorszag)
gyartott. A kisérlet soran kapott nyers adatok kiértékeléséhez szamitogépes programot,

Spellso v3.2 softver hasznaltunk (Experimetria Kft.). A berendezést a 8. abra szemlélteti.

5

| I“ ,illl ijk j T

Csatornak

Szervfiirdé

Kisérlet nyomonkdvetése P
és kirtékelése Spellso v3.2
programmal

Kifeszitett trachea
preparatum

Szervfiirdé leereszté
csap

Termosztata 37,4 °C
fenntartasahoz

Analdg jelerdsito

8. abra: Szervfiirdo mérési elrendezése.
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5.4.2. Hisztamin, metakolin és KCl ECsj értékének a meghatarozasa

Az ECs értékek meghatarozasat normal Krebs-Henseleit oldatban, frissen elkészitett
preparatumokon végeztiik. Osszesen 8 preparatumot hasznaltunk fel minden kisérletben. Az
inkubaciot kovetden a preparatumokon a konstriktorok dozisainak egymasra adasaval dozis-
hatas sort készitettiink. A kimosast kovetden a ddzis-hatas sort még egyszer megismételtik.
Az igy kapott egyes d6zisokhoz tartozé maximalis fesziilés értékekbdl a Graph Pad Prism 6
(La Jolla, USA) program segitségével meghataroztuk a harom konstriktorhoz tartoz6 ECsg
értekeket.

Az alkalmazott koncentraciok a kdovetkezdk voltak:

e KCI:1mM, 3 mM, 10 mM, 30 mM, 100 mM
e Hisztamin: 100 nM, 300 nM, 1uM, 3uM, 10 uM, 30 uM.
e Metakolin: 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1uM, 3uM, 10 uM, 30 uM, 100 uM.

5.4.3. KCI kivaltotta kontrakcio vizsgalata

A normal Krebs-Henseleit oldatban valo inkubacios id6 lejarta utdn a trachea
preparatumok kontrakciojat a KCl novekvé dozisainak (20, 30, 50 mM) egymasra adasaval,
un. kumulativ médon valtottuk ki. A KCl kumulativ doézis-hatas sort két alkalommal
ismételtik meg mind a 8 prepardtumon, miel6tt 4 preparatumnak a vizsgalati anyagok
egyikét, azaz drotaverint / papaverint / nifedipint / diltiazemet / teofillint / teofillin+nifedipin
keveréket, 4 preparatumnak pedig a vizsgalati anyagok oldoszerét (kontroll) adtuk. A masodik
KCI koncentracio-hatds gorbe kimosasa utan 4 preparatum szervfiirddjébe beadtuk a
vizsgalati anyag elsd dozisat (107 M), mig a kontroll szervek csak a vivGanyagot kaptak.
Tizenot perces inkubaciot kovetéen minden egyes preparatumnal kivaltottunk egy Gjabb KCI
dozis-hatas sort. Ezt mosasi periodus kovette. Miutdn a prepardtum tonusa visszaallt az
alapvonalra ismét beadtuk ugyanazon vizsgalati anyag kovetkezé (10° M) dozisat annak a 4
preparatumnak, amely el6zdleg is a tesztelt anyagot kapta, mig a masik 4 szerv ismét
vivéanyagot kapott. Kimosast kdvetéen az elobb leirt folyamatot még egy alkalommal
kisérletben egyetlen vizsgalati anyag hatasat teszteltik a kontrollal szemben, majd

megismételtiik a kisérletet a fentebb emlitett anyagok egyikével.
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5.4.4, Nyugalmi tjratoltodés vizsgalata

Az inkubacios id6 lejarta utdin mind a nyolc preparatumon 3x10°® M hisztaminnal,
vagy 5x10” M metakolinnal két, egymastol mosassal elvalasztott, kontrakeiodt valtottunk ki. A
mésodik agonista dozis kimosasa utan, amikor a kontrakeid visszaallt az alapvonalra, a Ca**
raktarak kitiritéséhez a szervfiirdében lecseréltik a normal Krebs-Henseleit oldatot Ca”*
mentes Krebs-Henseleit oldatra. Rovid inkubacios id6t kdvetéen mind a 8 preparatumon,
mosasi szakaszokkal megszakitva, harom alkalommal megismételtik a 3x10° M-os
hisztamin, vagy a 5x10” M-os metakolin beadast. A Ca®* mentes kdzegben harmadik agonista
hatasara a preparatumok mar nem voltak képesek kontrakciora. Ekkor a kontroll csoportban
(n=4) a szervfliirdéhoz adtuk a vivéanyag megfelelé mennyiségét, mig a vizsgalati anyaggal
kezelt csoportban (n=4) a szerveket drotaverin / papaverin / nifedin / diltiazem / teofillin/
teofillin+nifedipin keverék 10 M dézisaval inkubaltuk. A 15 perc inkubécios id6 utan a Ca®*
raktarak Gjratoltése céljabol az eddig hasznalt Ca?*-mentes Krebs-Henseleit oldatot a kontroll
csoportban normal, mig a teszt anyag kezelt csoportban 10° M tesztanyag tartalmi Krebs-
Henseleit oldatra cseréltiik. A Ca®* raktarak ujratdltédésére 30 perc inkubécios idét hagytunk,
majd a Krebs-Henseleit oldatot mind a két csoportnal Ca?*-mentesre cseréltiik. Ezutan mind a
8 preparatumon, mosési szakaszok beiktatasaval 3 alkalommal beadtuk, vagy a 3x10° M
hisztamint, vagy 5x107 metakolint. Az agonistak kozotti mosasi lépéseket mindig addig

végeztiik, amig az agonista el6tti simaizom tonus visszatért.

5.4.5. Receptor aktivaciét koveté intracellularis Ca®* refill (CaCl, kivaltott kontrakci6)

Ezen protokoll megegyezik a fentebbi 5.4.4 pontban emlitett protokollal a Ca®*-mentes
Krebs-Henseleit oldatban kivaltott 3. kontrakcioig. A Ca**-mentes oldatba a harmadik 3x10°
M hisztamin, vagy 5x107 M metakolin beadasat kovetden 4 szervhez hozzaadtuk a teszt
anyagok egyikének (drotaverin / papaverin / nifedipin / diltiazem /teofillin /
teofillin+nifedipin keverék) 10° M dézisat, ellenben a masik 4 szerv vivSanyagot kapott
(kontroll). Tiz perces inkubacio utan mind a kezelt, mind a kontroll csoporthoz hozzaadtunk
2,5 mM CaCl;, oldatot. CaCl, hatasara a preparatumok Osszehtzodtak. Az Osszehtizodas
sebessége attdl fliggdtt, hogy a teszt vegylilet blokkolta, vagy nem blokkolta a L-VOCC-at.
Ebben a kisérleti protokollban nem a kontrakcido mértéke, inkabb a kontrakcio kialakulasanak

a sebessége (meredekség) volt az L-VOCC blokkoltsag mértékére jellemzo6 paraméter.
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5.4.6. Osszehtizott preparatum ernyesztése

Ebben a kisérleti protokollban azt tanulmanyoztuk, hogy a kisérleti anyagok milyen
hatékonysaggal ernyesztik a mar kialakult 1égati simaizom kontrakciot. Ez a protokoll az in
vivo broncholitikus hatas analdgjanak feleltetheté meg. Az inkubaciot kdvetéen mind a 8
preparatumot 3x10° M hisztaminnal, vagy 5x107 M metakolinnal, vagy 20 mM KCl-al
izomosszehuzodast valtottunk ki, Amikor a megnovekedett izomtonus stabilizalodott
(kontraktara), a vizsgalati anyag (drotaverin / nifedipin / teofillin) névekvé koncentracioju
oldatait, kumulativ médon adtuk a szervfiirdébe. A vizsgalati anyag utolso dozisat kovetden, a

maximalis relaxacid elérése érdekében, 0,25 mM EGTA-t adtunk be, (extracellularis Ca®*

megkdtése) minden egyes preparatum szervfiird6jébe.

5.4.7. Kontrakcio kialakulasanak gatlasa

Ebben a kisérleti protokollban azt tanulmanyoztuk, hogy a kisérleti anyagok milyen
hatékonysaggal képesek gatolni a 1éguti simaizom kontrakciot. Ennek a vizsgalatahoz az
inkubéciot kovetéen mind a 8 preparatumon 3x10° M hisztaminnal, vagy 5x107 M
metakolinnal, vagy 20 mM KCl-al izomosszehtizodast valtottunk ki. Amikor a kontrakcio
elérte a maximumat, akkor a konstriktor anyagot kimostuk a szervfiirdobél, és megismételtiik
az agonistak beadasat. A masodik kontrakcié utani kimosast kdvetden, amikor a tonus elérte
az alap értéket a szervfliird6hoz adtuk a teszt anyag (drotaverin / nifedipin / teofillin) elsé
dozisat. A 10 perces inkubaciot kdvetden ismét beadtuk a konstriktor anyagot. A kontrakcios
maximum elérése utan Kimostuk a szervfiirdéb6l. Miutan a simaizom tonus visszaallt a
kiinduléasi értékre a konstriktor masodik doézisanak beadéasat kovetden ismét 10 percig
inkubaltuk, majd az elébb leirtak szerint valtottunk Ki simaizom kontrakciot. A teszt anyag
novekvo koncentracidival addig folytattuk a leirt korfolyamatokat, ameddig a konstriktorok
nem, vagy mar alig voltak képesek kontrakciot kivaltani. Az utolsé kimosasi szakaszt
kovetden 0,25 mM EGTA-t adtunk a szervfiirddbe, hogy az extracellularis Ca?* megkotése

révén megkapjuk a relaxacio maximum értékeét.
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Statisztikai analizis

Statisztikai analizis soran a kontroll és a kezelt csoportok maximalis fesziilési
értékeinek az Osszehasonlitasara kétmintas t-probat alkalmaztunk. A koncentracid-hatas
gorbék Osszehasonlitasat F-probaval végeztiik el. A probak eredményét akkor tekintettiik
szignifikdnsnak, ha értéke kisebb volt, mint 0,05. A statisztikai analizisekhez és az

eredmények abrazolasahoz is GraphPad Prism 6 szoftvert hasznaltunk.
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6. Eredmények

A drotaverin L-VOCC-ra gyakorolt funkcionalis hatasanak a teszteléséhez
tengerimalac 1€giti simaizom preparatumon kontrakciokat valtottunk ki KCI, hisztamin és
metakolin segitségével. A harom eltérd mediator kivalasztasat az indokolta, hogy a KCl
depolarizacion keresztiil okoz Ca?* influxot, a hisztamin a 1égati simaizom sejtben talalhatd
HI1 receptoron, amig a metakolin a M3 receptoron keresztiil szabaditja fel a SR-ben
raktarozott Ca’*-ot. Mivel hataserésségiik eltérd, ezért olyan koncentracidban kellett
alkalmaznunk ¢ket, amelyek azonos mértékii valaszt valtanak ki. Elsé Iépésben
elokisérleteket végeztink annak érdekében, hogy meghatirozzuk a maximalis léguti

simaizom kontrakcié 50%-at kivaltani képes KCl, hisztamin és metakolin koncentraciot.

6.1 KCI ECsp értékének meghatarozasa

Az emelkedé KCI koncentracio fokozodd léguti simaizom kontrakciot valtott ki,
amelynek maximum értékei és szorasa a kovetkezék voltak: -0,04+0,06; -0,04+0,08;
1,22+0,83; 8,53+2,28; 10,70£1,91 mN. A kapott értékeket felhasznalva meghataroztuk a
koncentracio-hatas gorbébdl a KCI ECsp értékét, amely 2x102 M volt. A KCI koncentracio-
hatas gorbét a 9. abra mutatja.

100 A

50 A

Kontrakcio (%)
Atlag * SEM

-2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5

log [KCI], M

9 4bra: Tengerimalac trachea prepariatumon mért KCl koncentracié-hatas gorbe. A KCI ECsy
értékének meghatirozasiahoz az egyes dézisok egymasra adasaval (kumulativan) fokoztuk a
kontrakcié mértékét. ECso= 2x107 M.
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6.2. Hisztamin ECs; értékének meghatarozasa
A masodik eldkisérletben a hisztamin dozisainak emelésével a kovetkezd kontrakcid
maximum értékeket és szorasokat kaptuk: 3,16+0,60; 3,94+1,00; 5,59+1,81; 7,77+2,40;

9,8142,78; 11,31+3,16 mN. A hisztamin ECs, értéke 3x10°M volt. A koncentracio-
hatasgorbét a 10. abra mutatja.

1004

504

Kontrakcio (%)
Atlag * SEM

-6 -5 4

log [Hisztamin], M

10 abra: Tengerimalac trachea preparatumon mért hisztamin koncentracié-hatas gorbe. A
hisztamin ECs, értékének meghatarozasiahoz az egyes dozisok egymasra adasaval (kumulativan)
fokoztuk a kontrakcié mértékét. ECsy= 3x10° M.
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6.3. Metakolin ECs; értékének meghatarozasa

A harmadik eldkisérletben a metakolin ECsy értékének meghatarozasahoz 9 dozist
alkalmaztunk. Az igy elédézett kontrakci6 maximuma és szérasa 0,04+0,10; 0;61+0,59;
1,75+0;92; 5,01+0,88; 7,75+1,43; 9,75+2.17; 11,25+2.66; 11,98+3,03 12,40+3,28 mN volt.
Ezen értékek alapjan készitett koncentracio-hatas gorbét a 11. abra mutatja. A szoftver

segitségével meghataroztuk a metakolin ECs értéket, amely 5x107 M volt.

100 A

504

Kontrakcio (%)
Atlag £ SEM

-7 -6 -5 -4

log [Metakolin], M

11. abra: Tengerimalac trachea preparatumon mért metakolin koncentracié-hatas gorbe. A

metakolin ECs, értékének meghatarozasahoz az egyes dézisok egymasra adasaval (kumulativan)
fokoztuk a kontrakcié mértékét. ECs,=5x10" M.
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6.4. Drotaverin hatasanak vizsgalata KCI kivaltotta kontrakcion

A drotaverin L-VOCC-ra kifejtett hatasat el6szor magas KCI koncentracioval kivaltott
1éguti simaizom kontrakcion vizsgaltuk. A KCI-ot, mint konstriktor agenst azért valasztottuk
ki, mert jol ismert, hogy 10-40 mM KCI érték képes depolarizalni a 1égati simaizomot (Foster
és mtsai, 1983). A KCI depolarizacié L-VOCC-n keresztiili Ca®* infuxot valt ki, amelynek
kévetkeztében megné a (Ca?*); és kontrakcidhoz vezet (Karaki és mtsai 1984). Tehat a KCl
kivaltotta simaizom kontrakcid bizonyitottan L-VOCC csatorna aktivalason keresztiil okoz
légti simaizom kontrakciét. A simaizom kontrakci6 mértéke aranyos a KCI
simaizomban a L-VOCC-n keresztiili Ca®* bearamlast (influxot) simaizom relaxaciot okoznak
az elektromechanikai kapcsolas gatlasan keresztiil. A hipotézisiink az volt, hogy amennyiben
a drotaverin képes megakadalyozni a L-VOCC keresztiili Ca®* influxot, akkor hasonloan fog
viselkedni, mint a kalcium-csatorna blokkolok és gatolni fogja a KCI kivaltotta léguti
simaizom kontrakciét. Ennek érdekében a drotaverin hatasat referencia anyagokkal
hasonlitottuk &ssze. Az anyagokat irodalmi adatok alapjan valasztottuk Ki, ezek simaizom

relaxalo hatasmechanizmusat vettiik alapul.
A referencia anyagok a kovetkezdk voltak:

e L-VOCC gatlasara hasznalt anyagok: nifedipin, diltiazem
e PDE gatlasara hasznalt anyag: teofillin

e L-VOCC és PDE gatloszer egyben: papaverin, nifedipine + teofillin keverék

Mind a drotaverint, mind a referencia anyagokat harom koncentracioban alkalmaztuk: 10°
M, 10°M ¢és 10°M. Az eredményeket 12. abran mutatom be, amely a koncentracio-gatlasi
széazalék fliggvényében Osszegzi a kapott adatokat 20 mM (A), 30 mM (B) és 50 mM (C) KCl

altal kivaltott kontrakcion.
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12. abra: A vizsgalati anyagok hatasa a KCI kivaltotta léguti simaizom trachea kontrakciéra. A
kisérletet normal Krebs-Henseleit oldatban végeztiik, a kontrakciét 20 mM (A), 30 mM (B) és 50
mM (C) KCl-al valtottuk ki. Az egyes értékek az atlagot és a szorast jelolik n=8 mintaszamnal,
mig a kontroll értékek az osszesitett kontoll értékek atlagat abrazoljak. *P<0,05 **P<0,01 és
***p<(,001.

42



A 12. abra jol szemlélteti, hogy a nifedipin és diltiazem koncentraciofiiggd modon
csokkentette a kontrakciot mindharom KCl dozisnal. A 10° M koncentracioban a nifedipin és
diltiazem is képes volt a kontrakcié kialakulasanak teljes gatlasara, bizonyitva ezzel, hogy a
kisérleti protokoll egyértelmiien L-VOCC fiiggd. A drotaverin esetében sikeriilt Kimutatnunk,
hogy képes az L-VOCC-n keresziil kivaltott kontrakciot koncentraciofiiggd modon gétolni,
mind 20, 30 és 50 mM-0s KCI esetében (12. abra). A PDE gatl6é hatas mellett L-VOCC
blokkold szintén izokinolin szdrmazék papaverin hasonléan viselkedett a drotaverinhez,
gyengébbnek bizonyult a nifedipinnél és a diltiazemnél, de mégis koncentraciofiiggé modon
csokkente a KCI kivaltotta simaizom kontrakciot. A 12. abrardl leolvashato, hogy a PDE
simaizom preparatumokat egyik KCI kontrakcid esetében sem. A nifedipin + teofillin keverék
viszont kimagaslo hataserdsséget mutatott mind a harom KCl doézisnal kivaltott kontrakcidra

vonatkozoan.

A két L-VOCC blokkold és a szintén harom eltérd szerkezetli PDE gatlo szer ECsg
értékeinek meghatarozasat 20, 30 és 50 mM KCl doézisokra vonatkozoan 2. tablazatban

mutatom be.

2. tablazat: A vizsgalati anyagok ECs, értékei (mM) KCI kivaltotta trachea kontrakcion.

20mM KCI  30mM KCI 50 mM KCI

Drotaverin 9,2 >10 >10
Papaverin 0,6 5,8 >10
Nifedipin 0,6 0,6 0,7
Diltiazem 0,8 4,4 57
Teofillin >10 >10 >10
Teofillin+ Nifedipin <0,1 <0,1 <0,1
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6.5. Drotaverin hatasanak vizsgalata intracellularis Ca’" raktarak ujratoltodésére

Ezekben a kisérletekben arra kerestiik a valaszt, hogy a drotaverin gatolja-e az L-
VOCC-n keresztiil megvaldsulé Ca®" ujratdltddési mechanizmust. A Ca* rakérak kiiiritéséhez

hisztamint és metakolint hasznaltunk ECsy koncentracioban.

Normal Ca** tartalmii Krebs-Henseleit oldatban 3x10° M hisztaminnal és 5x107 M
metakolinnal reprodukalhaté erdsségii kontrakciot valtottunk ki. A két agonista altal eldidézett
ECso kontrakcio értékei, normal Krebs-Henseleit oldatban, hasonlonak bizonyultak (11,9 +
3,2 mN; n=43 ¢és 10,4+2,8 mN, n=32). A normal Krebs-Henseleit oldatot lecserélve Ca*
mentes Krebs-Henseleit oldatra, a hisztamin vagy a metakolin, mosassal elvalasztott, egymast
koveté beadasa a kontrakcio erdsségének fokozatos csokkenését eredményezte normal Krebs
oldatban mért kontrakcidhoz képest, amelyet az értékelés soran 100%-nak tekintettiink.
Hisztamin esetében az egymast kovetd, 1-t6] a 3. beadasig mért kontrakcios értékek rendre,
70,7% + 14,8%; 22,9% + 25,1%, és 3,0% = 6,3% (n=43), mig metakolinnal rendre 76,2% =+
12,4%; 13,3% =+ 16,8% ¢és 0,4% + 1,1% (n=32-43) volt.

Hasonléan az elsé Ca®* mentes kozegben mért reakciohoz, a kontrakciés maximum itt
is beadasrol-beadasra folyamatosan csokkent (3. tablazat, 6. oszlop). Azonban szemben az
elsé Ca”*-mentes kozegben mért elsd kontrakcidhoz, a masodik Ca**-mentes oldatban az elsé
agonista beadas kisebb kontrakcios valaszt adott (3. tablazat). Ugyanez igaz, ha a masodik
agonista beadas kivaltotta valaszokat hasonlitjuk az els6 beadas altal kivaltott valaszokhoz (3.

tablazat).
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3. tblazat: Tengerimalac légesé preparatumon hisztamin (3x10°° M), vagy metakolin
(5x107 M) kivaltott kontrakciok maximumanak szazalékos értékei (atlag £SD (n=32-43).

Normal KH Ca”" mentes KH oldat Ca”" mentes KH
oldat oldat

Agonista 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.

Hisztamin  92,5+8,0 100"  70,7+14,8 22,9+25.1 3,0+6,3 52,7254 3,1x10,1

Metakolin  89,2+58 100 76,2+12,4 13,3+16.8 04=1,1 42,0+21,1 12+2,9

* 100% kontrakcios értéknek a normal Krebs-Henseleit oldatban mért 2. 3x10° M hisztamin vagy 2.
5x107 M metakolin hatasat tekintettiik.

Miutan bizonyitottuk, hogy Ca®* mentes oldatban sorozatos agonista adagolés 4ltal
kiiiritett intracellularis Ca®* raktarak képesek normal extracellularis Ca®* szint mellett ujra
toltédni, a kovetkezd 1épésben azt kivantuk bizonyitani, hogy az intracellularis Ca®* raktarak
ujratelitédésében az L-VOCC-nek meghatarozo6 szerepet jatszik. Ennek bizonyitasara a Ca?*
mentes kdzegben harmadszor beadott agonista kimosdsa utdn a Ca?* ujratdltddéshez hasznalt
Krebs-Henseleit oldat drotaverint vagy a kdvetkezé referencia anyagok egyikét tartalmazta:
papaverint, nifedipint, diltiazemet, teofilint, teofilin-nifedipin keveréket. Az igy kapott
eredményeket hisztamin esetében a 13. abram, mig metakolin esetében a 14. abran

0sszegzem.
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13. aba: Hisztamin-kivaltott tengerimalac izolalt trachea kontrakcié normal és Ca®-mentes
Krebs-Henseleit oldatban. A 30 perces ujratoltédés alatt a kezelt preparatumok n=4-12, a
vizsgalati anyagokbdl 10° M dézist kaptak: drotaverin (A), papaverin (B), nifedipin (C),
diltiazem (D), teofillin (E), illetve teofillin+nifedipin (F).
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14. Abra: Metakolin-kivaltott tengerimalac izolalt trachea kontrakcié normal és Ca**-mentes
Krebs-Henseleit oldatban. A 30 perces ujratoltédés alatt a kezelt preparatumok n=4-12, a
vizsgalati anyagokbdl 10° M dézist kaptak: drotaverin (A), papaverin (B), nifedipin (C),
diltiazem (D), teofillin (E), illetve teofillin + nifedipin (F).
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Az L-VOCC blokkol6 nifedipin (13. C, 14. C abra,) vagy diltiazem (13. D, 14. D)
hozzaadasa a raktarak ujratoltését végzé Ca®* tartalmi Krebs-Henseleit oldathoz képes volt
csokkenteni az agonista kivaltotta kontrakciot az ujratelédési 1épést kovetden Ca** mentes
oldatban. Ez azt mutatja, hogy mind a két L-VOCC blokkol6 képes, a konstriktor agonistatol
fliggetlentil is, a Ca®" raktarak ujratoltddését gatolni. A nem szelektiv PDE gatlo teofillin,
szemben az L-VOCC blokkolokkal, nem volt képes megakadalyozni az agonsita kivaltotta
kontrakciét (13. E és 14. E abra), inkabb fokozta a Ca® Gjratoltédést, mint gatolta azt. A
nifedipin + teofillin kombinacioja viszont gatolta mind a metakolin mind a hisztamin
kivaltotta kontrakciot az Gjratoltédést kovetden a Ca®" mentes oldatban, amelyet a 12. F és 13.
F abra is mutat. A két PDE blokkol6 izokinolin szarmazék drotaverin és a papaverin hatasa
inkabb az L-VOCC blokkolo6 nifedipinhez és diltiazemhez volt hasonld, mivel képes volt a
ca?t yjratoltédeést kovetd kontrakcid gatlasara, ahogy az 13. A, B ¢és 14. A, B abra
szemlélteti. Az Gjratoltoltédés mértékének szazalékos értékeit az 4. tablazatban 6sszegeztem.
Ez alapjan megallipthatd, hogy a hisztamin altal kivaltott kontrakcié esetében a hataserdsség
sorrend drotaverin >dilitiazem >teofillin + nifedipin >nifedipin >papaverin >teofillin volt,
amig metakolinnal kivaltott kontrakcio esetében drotaverin >diltiazem >papaverin >teofillin +

nifedipin >nifedipin >teofillin volt.

4. tablazat: tengerimalac 1éges6 preparatum Ca®" tjratolt6dést koveté elsé hisztamin (3x10° M),
vagy metakolin (5x10” M) kontrakcié szizalékos értékei (atlagtszoras, n=4-8).

Kisérleti Drotaverin ~ Papaverin Nifedipin Diltiazem Teofillin Teofillin+
anyagok 10°M 10°M 10°M 10°M 10°M Nifedipin 10°M

Hisztamin 2,66 +2,17  18,3749,1 16,90+16,16 7,46+4,15 83,90+27,28 13,22+8,86
6
Metakolin  7,17£5,78  9,50+9,86  32,63+13,50 7,78£3,06 60,59+11,32 26,26+10,53
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6.6. CaCl,-kivaltotta kontrakcié vizsgalata agonistat tartalmazé Ca®* mentes oldatban

A Ca?* raktarak kiiiritése és Gjratoltése soran kapott eredményeink azt mutattak, hogy
az L-VOCC-n keresztiil megvaldsuld Ujratelitddést a drotaverin és a szerkezetileg rokon
papaverin képes volt gatolni. A drotaverin funkcionalis L-VOCC blokkolé hatasat tovabb
bizonyitando, a kdvetkezd kisérleti 1épésben olyan funkcionalis modellt terveztiink, amelynél
a Ca’" Gjratoltédés kinetikajat (folyamatat) agonista jelenlétében végig tudtuk kdvetni.
Hipotézisink az volt, hogy a Kkiiiritett SR feltoltédésében szerepet jatszé L-VOCC
csatornakon keresztiili Ca®* influx mértékét és sebességét agonista jelenlétében nyomon
tudjuk kovetni a kontrakcids erd kialakuldsanak regisztralasaval. A CaCl, kontrakcio

kialakuldsanak sebessége mellett értékeltiik a kontrakcids eré maximumat is.

Az L-VOCC blokkolé nifedipin a kontroll értékhez képest szignifikansan csokkentette
a CaCly-al kivaltott kontrakcié nagysagat, mar 10° M-os koncentracioban, mind hisztamin,
mind metakolin jelenlétében. A nifedipin hatdsa nem mutatott agonista specificitast, mivel
jelenlétében a hisztamin kontrakcié maximuma csupan 20,9% (17. A abra), illetve metakolin
konrakcio maximuma 23,5%-al csokkent (17. B abra). A nifedipinnel ellentétben a diltiazem
agonista specifikus hatast mutatott 10° M koncentracioban, mivel a hisztamin kivéltotta
CaCl, kontrakciot nem volt képes szignifikansan csékkenteni, s6t inkabb 7,8%-al novelte azt
(17. A abra), szemben a metakolin kivaltotta kontrakcioval, amelyet 35,7%-al csokkentett

(17. B 4bra).

Miutan Kimutattuk, hogy a leirt kisérleti koriilmények kozotti jelenségek az L-VOCC
fliggd folyamatok kovetkezményei, az L-VOCC blokkolok helyett drotaverint, papaverint,
vagy PDE gatl6 teofillint hasznaltunk. Ezen kisérlet sordn a kapott eredményeket a 15. A és
16. A abra mutatja, melyen papavaverinnel (15. B, 16. B abra), nifedipinnel (15. C, 16. C
abra), diltiazemmel (15. D, 16. D abra), teofillinnel (15. E, 16. E abra) és nifedipin +
teofillin keverékével hasonlitottuk Ossze (15.F, 16. F abra) a CaCl, bedasanak hatasara

kivaltott kontrakcid mértékeét.

A drotaverin 10° M-os dozisban hasonldan viselkedett, mint az L-VOCC-t blokkolé
nifedipin. Mindkét agonista jelenlétében gatolta a CaCl, kivaltotta simaizom kontrakciot.
Annak ellenére, hogy a drotaverin gatlo hatds mértékében a hisztamin jelenlétében tiint
nagyobbnak a kontroll értékekhez képesti csokkenés mégis, a metakolin jelenlétében

bizonyult statisztikailag szignifikansak (17. A abra). A papaverin az ismert PDE és L-VOCC
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gatlo hatas miatt a varakozasoknak megfeleléen viselkedett hisztamin jelenlétében, a CaCl,
kivaltotta a kontrakciot 36,8%-al, (17. A abra), mig metakolin jelenlétében 45,7%-al
csokkentette (17. B abra).

A PDE gatlo teofillin nem volt képes jelentdsen csokkenteni egyik agonista
jelenlétében sem a CaCl; kivaltotta kontrakcid maximum értékét. A hisztamin jelenlétében
0,2%-al, a metakolin jelenlétében 6,9%-al csokkentette a CaCl, kivaltotta kontrakciot (17. A,
B). A teofillin + nifedipin keverék gatolta a CaCl, kontrakciot mind a hisztamin, mind a
metakolin jelenlétében. A keverék hataser6ssége Osszemérhetd volt a drotaverinével. A 17. A
¢s 17. B abra alapjan megallapithatd, hogy a hisztamint tartalmaz6 oldatban a diltiazem
<teofillin <drotaverin <nifedipin <nifedipin + teofillin <papaverin, mig a metakolint
tartalmaz6 oldatban teofillin <drotaverin <nifedipin <nifedipin + teofillin <diltiazem <

papaverin volt a hataserdsség sorrend.
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16. abra: Tengerimalac izolalt trachea kontrakcio metakolin tartalmu Krebs-Henseleit oldatban,
valtozé extracellularis Ca®* koncentracié mellett. (n=4-12). A vizsgalati anyagok 10° M
koncentraciéban voltak jelen az oldatban: drotaverin (A), papaverin (B), nifedipin (C), diltiazem
(D), teofillin (E), vagy teofillin + nifedipin (F).

52



A 6,8% |
21,4% =
E
20,9% o
3
19,3% > g
0,2% <«
o
7.8% s
120 4 -
&
Tg 100 EE1 *
g
©
=
S 80 ok
a4
£
£
] G0
N
5l
I
= 40
«
=
=
>
o) 20
0 ' &
R N &
& & & E
M & & & G &
& <8 o & & &
WS‘Q\
&
B
457%
)
35.7% ci
O
28,5% =
o
23,5% g (;:ﬁ.
10,6% =
>
205 6% =
*
— 100 -
o
2 "
\O *®
—— *
o
~ |
< 80
=
o Ak
g
£ 60+
©
¥4
]
[0}
= 40+
=
&
o
T 20
T3]
0 » o & S
& & & & & &
& & e & & & &
€ < © S X8 & &
< KX & <Q
&Q
é{@:

17. abra: A CaCl, kivaltotta tengerimalac trachea kontrakci6 maximum értékei 3x10° M
hisztamin (A) vagy 5x10° ™ M metakolint (B) tartalmazé Ca”* mentes Krebs-Henseleit oldatban.

Az abran az egyes oszlopokat a gatlé hatas mértéke alapjan vannak sorbarendezve. *P < 0,05;
**P < 0,01; ***P < 0,001.
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6.7. A CaCl; kivaltotta kontrakcio meredekségének vizsgalata

Kisérleteink soran megfigyeltik, hogy a Ca”" raktarak kiiiritése utan, agonista
jelenlétében, a CaCl; kivaltotta kontrakcio kialakulasanak a meredeksége eltér a kontroll és az

L-VOCC blokkol6 anyag jelenlétében.

Az altalunk megfigyelt csoportok kozotti kiilonbséget szemlélteti a 18. abra.
Lathatoan csokken a nifedipin hatasara, a CaCl, kontrakcios gorbe meredeksége és a

kontrakcié maximuma Szemben a kontroll preparatuméval.

3x10° M vivsanya
Hisztamin yag 2,5 mM CacCl,

| l

Kontrol trachea

Nifedipinnel inkubalt trachea

20 mN

3x10¢ M 10° M 2,5 mM CacCl,
Hisztamin Nifedipin

18. abra: CaCl, Kkivaltotta tengerimalac trachea kontrakcié Ca®* depletalt trachea
perparatumon, Ca’*-mentes, hisztamin tartalma Krebs-Henseleit oldatban. A nifedipinnel val6
inkubalast kovetéen a kontrakcié kialakuldsanak kinetikaja (meredekség) jelentdsen eltér a
kontroll preparatumétél.
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Feltételeztiikk, hogy a meredekségek kozotti kiilonbség hatterében az L-VOCC
mitkodésének a gatlasa rejlik. Ennak igazolasara elsé 1épésben L-VOCC gatlé anyagok
hasznalata nélkiil meg kellett bizonyosodnunk arrol, hogy a normal Krebs-Henseleit oldatban
a hisztamin, illetve metakolin alltal kivaltott kontrakcié meredeksége nem tér el a Ca®*
raktarak kitiritését kovetdéen agonista jelenlétében a CaCly-vel kivaltott kontrakciod
meredekségétol. Ezért mind a kontroll, mindig a CaCl; kontrakcios gorbék felszallo meredek
agara egyenest illesztettiink, majd Osszehasonlitottuk a meredekség értékeket. A kapott

eredményeket a 5. tablazatban mutatom be.

5. tablazat: Normal vagy Ca”" mentes oldatban CaCl, kivaltott hisztamin (3x10° M), vagy
metakolin (5x107 M) kontrakeié maximum és meredekség értékei (atlagtszoras, n=32).

Hisztamin Metakolin
Kontroll CaCl, p= Kontroll CacCl, p=
Kontrakcio 9,55+2,84 10,20+2,84 0,30 11,33+2,49 10,88+2,29 0,95
(mN)
Meredekség 1,97+0,88 1,33+0,62 0,06 1,58+0,53 1,45+0,62 0,14
(x107%)

Az 5. tablazat kontrakcio sora jol mutatja, hogy normal Krebs-Henseleit oldatban
hisztamin hatasara kialakult kontroll kontrakci6 maximum értéke ugyan alacsonyabbnak
bizonyult a CaCl, hatasara kialakult kontrakcié maximumanal, de sem az eltérés, sem a
kontrakcio kialakuldsanak a meredeksége nem szignifikans. A metakolin estében is hasonlot
tapasztaltunk, mivel a normal Krebs-Henseleit oldatban kivaltott kontrakcié maximuma és
meredeksége nagyon hasonlonak bizonyult az agonista tartalma Ca®* mentes oldatban, CaCl,
hozzaadasanak a segitségével kivaltott kontrakcioval. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a
kapott eredményeket felhasznalhatjuk annak a vizsgalatara, hogy a drotaverin, illetve a
referenciaként alkalmazott anyagok képesek-e a kontrakcio kinetikajara hatast gyakorolni. A
CaCl, kontrakci6 meredekségére gyakorolt hatas kialakulasaban a drotaverin, papaverin,
nifedipin, teofillin és teofillin + nifedipint tanulméanyoztuk. A regisztralt kontrakcios er6-ido
gorbék felszallo szarara egyenest illesztettink, majd meghataroztuk az egyenesek
meredekségét minden egyes vizsgalt anyagra vonatkozoéan. Az igy kapott meredekség

értekeket a 6. tablazatban foglaltam Ossze.
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6. tablazat: A CaCl, beadasat koveté kontrakcio kialakulasanak meredeksége hisztamint (3x10°
®M), vagy metakolint (5x107 M) tartalmazé szervfiirdében tengerimalac légesé preparatumon
(n=4-8).

CaCl, hozzaadasa p< CaCl; hozzaadasa p<
hisztamint tartalmazo metakolint tartalmazo
Ca”" mentes KH-ba Ca* mentes KH-ba
(x10% (x10%
kontroll 9,7+3,2 19,6+5,9
10°M Drotaverin 1,2+1,1 0,001 3,542,5 0,01
kontroll 19,1+1,3 11,8 44,6
10°M Papaverin 1,1£0,5 0,05 0,8+0,3 0,01
kontroll 11,4+4,2 10,1+£3,3
10°M Nifedipin 1,1£0,4 0,001 1,040,5 0,01
kontroll 14,545,0 13,742,4
10°M Diltiazem 2,4+1,1 0,001 0,7+0,3 0,001
kontroll 10,6+3,6 12,6+6,4
10°M Teofillin 13,9441 n.sz.* 8,4+1.4 n.sz.
kontroll 13,9+£3,3 179+94
10°M Teofillin 0,9 £0,3 0,001 0,9+0,2 0,05

+10°M Nifedipin
*n.sz.: nem szignifikans

A két L-VOCC blokkolo nifedipin és diltiazem esetében a CaCl, kontrakcios gorbe
meredekségének csokkenését tapasztaltuk, azt valdsziniisitve, hogy a Ca?* ionok az
extracellularis térbél az L-VOCC-eken keresztiil 4ramlanak az intracellularis térbe, a Ca”*
depletalt preparatumon, simaizom konstriktor agonista jelenlétében. A 6. tablazatbél lathato,
hogy az L-VOCC blokkolok a kontrollhoz képest szignifikans hatassal voltak nemcsak a
kontrakci6 maximumara, hanem a kontrakcios erd iddbeli kialakuldsara (meredekség) is. Az
altalunk megfigyelt jelenség nem mutatott agonista fliggd hatast. A PDE gatlo teofillin a
kontrakcié maximumat nem volt képes jelentdsen befolyasolni, ezért azt vartuk, hogy a
meredekségére sem lesz hatdssal. A hipotézisiink beigazolodott, mivel sem hisztamin, sem
metakolint tartalmazd szervfirdében sem volt szignifikans hatassal a kontrakcio
kialakulasanak meredekségére, inkabb segitette, mint gatolta a CaCl, 4altal kivaltott
kontrakciot (6. tablazat). A drotaverin és a papaverin két L-VOCC blokkolohoz hasonldan

mind a két agonista esetében szignifikansan csokkentette a Ca®* to1t6dés meredekségét.
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6.8. Oszehiizott preparatum ernyesztésének vizsgalata

Az L-VOCC-n keresztiili Ca®* influxnak szerepe van a légiti simaizom kontrakcié
fenntartasaban (kontraktura), ezért annak gatldsa a mar 6sszehuzott preparatumon relaxaciot
okozhat. Ennek a tesztelése érdekében 20 mM KCl-al, 3x10° M hisztaminnal, vagy 5x107 M
metakolinnal stabilan fennallo kontrakciot valtottunk ki normal Krebs-Henseleit oldatban. A
kontroll kontrakciok értékei n=12-nél a kovetkez6k voltak: hisztamin: 11,41+1,72; metakolin:
9,49+3,73; KCI: 9,20+3,19. Ezt kovetden a preparatumoknak a drotaverin, nifedipin, vagy

teofillin névekvo dozisaival, kumulativ moédon, simaizom ernyesztést valtottunk Ki.

A kovetkezd lépésben 3x10° M hisztamin, 5x10° M metakolin, vagy 20 mM KClI
segitségével Osszehuzott 1€gcsd prepardtumok szervfiirddjébe a drotaverin, nifedipin, vagy
teofillin novekvé dozisait adagoltuk kumulativ moédon. Az igy kapott koncentracio-hatas
gorbéket a 19. abran szeretném bemutatni, mig az eredményeket szamszeriisitve a 7.

tablazatban foglaltam Gssze.
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19. abra: Osszehtizott légiiti simaizom (kontraktura) relaxildsa: (A) drotaverin, (B) nifedipin,

(C) teofillin alkalmazasival. A simaizom preparatumokat 3x10° M hisztaminnal, 5x10" M
metakolinnal, vagy 20 mM KClI-al hiztuk dssze. n=4.
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7. tablazat: Hisztaminnal (3x10° M), metakolinal (5x107 M), vagy KCl-al (20 mM) ésszehuzott
légesé preparatumoknak ernyesztése soran kapott ECs, értékek. A koncentracié-hatas gorbék
meghatarozasat kovetéen F-probaval hasonlitottuk 6ssze ugyanazon anyag harom konstriktoron
meghatarozott l0gECs, értékeit.

Hisztamin Metakolin KCI P
Drotaverin 4,7x10” 4,3x10” 2,2x10” 0,0008
Nifedipin 4,3x10° 3,2x10° 2,2x10°® <0,0001
Teofillin 2,3x10™ 2,7x10™ 1,6x10™ 0,25

Az alkalmazott kisérleti protokoll L-VOCC fiiggését mutatja, hogy a nifedipin
legalabb harom nagysagrenddel hatékonyabb a KCl fentartotta kontraktura relaxacidjaban,

mint akar a hisztamin, akar a metakolin kontrakcioval szemben (7. tablazat).

Megfigyeltiik, hogy a drotaverin az Gsszehuzott tengerimalac 1égcsé preparatumot
koncentracidé és kontrakciés mediatorfiiggd modon képes ernyeszteni (19. A abra). Ez a
jelenség szintén a drotaverin L-VOCC-ra kifejtett blokkold hatasat tamasztja ala, mivel KCI-
depolarizacid kivaltotta kontrakcion statisztikailag szignifikdns modon legaldbb kétszer
nagyobb hataserésséget mutatott, mint a hisztaminnal, vagy a metakolinnal &sszehuzott

preparatumon. A relaxaléd hatasok ECsg értékei a 7. tablazatban foglaltam Gssze.

Annak ellenére, hogy a nem szelektiv PDE gatl6 teofillin is képes volt mind a harom
mediator altal kivaltott kontrakcidjanak ernyesztésére (19. C abra), nem mutatott szignifikans

potencialbeli kiilonbséget.

6.9. A kontrakcio kialakulasanak gatlasa

A l1éguti simaizom kontrakcidjaban és a kontrakcid fenntartasdban eltérd Ca2+-ﬁigg6
intracellularis mechanizmusok jatszanak szerepet. Az eddig targyalt kisérleteinkben az L-
VOCC blokkolé referens vegyiiletek, a teofillin és a drotaverin hatasat tanulmanyoztuk a mar
kialakult 1égati simaizom kontrakcion. Azonban az L-VOCC-k a simaizom kontrakcidjaban is
részt vesznek. Kiilonosen igaz ez a KCI depolarizacio kivaltotta simaizom kontrakciora. A
vizsgalati hipotézisiink szerint a L-VOCC blokkol6 hatassal rendelkezé anyagok minden
valosziniliség szerint hatékonyabban gatolhatjak a KCl kivaltotta kontrakciot, mint a receptor

aktivaciot kovetd kontrakcioét.

A simaizom kontrakciot kivaltd agenseket ECsy koncentracioban alkalmaztuk, hogy kozel

azonos kontrakcios er6t fejtsenek ki. Méréseink eredményeként normal Krebs-Henseleit
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oldatban 3x10° M hisztamin, 5x10”" M metakolin és 20 mM KCI rendre 10,8+2,9mN; 9,625
mN; 8,1+2,0 mN (n=12) kontrakcidt valtott ki. Azt kdvetden, hogy meghataroztuk az egyes
preparatumokon a harom mediator altal kivaltott kontrakcié maxium értékeit a drotaverin,
nifedipin, vagy teofillin névekvé koncentracioi mellett, ismételgetve valtottunk Ki a simaizom
kontrakciot hisztaminnal, metakolinnal, vagy KCI-dal. Az eredményeket a 20. abran és a
gatld hatasok ECs értékeit a 8. tablazat foglalja 6ssze.

8. tablazat: Hisztamin (3x10° M), metakolin (5x107 M), vagy KCI (20 mM) kontrakcié gatlasa
soran meghatarozott ECs, értékek osszesitése és statisztikai osszehasonlitasa (n=4). Staisztikai

vizsgalat soran F-probaval hasonlitottam 6ssze ugyanazon anyag harom Kkonstriktoron
meghatarozott logECs, értékeit.

Anyagok Hisztamin Metakolin KCI p
Drotaverin 8,5x10° 9,3x10° 7,4x10°° <0,0001

Nifedipin 1,6x10™ 1,2x10™ 2,7x10°® <0,0001

Teofillin *n.a *n.a *n.a *n.a

* A teofillin alacsony hataseréssége miatt az EC50 értéke nem volt meghatarozhato. n.a. nem alkalmazhato.

A nifedipinnel kapott eredmények igazoltdk, hogy a KCI kivaltotta 1égati simaizom
kontrakcio kifejezetten L-VOCC fliggd folyamat, mig a hisztamin, vagy a metakolin okozta
kontrakci6o a KCl-hoz képest csak sokkal kisebb mértékben L-VOCC fiiggé. A nifedipin
koncentracio-fliggd modon gatolta mind a harom mediator kivaltotta kontrakciot (20. B
abra), de a hatdserdssége négy nagysagrenddel nagyobb volt a 20 mM KCI kivaltotta
kontrakcio esetében 8. tablazat. A nifedipinnel kapott eredményeim megfeleltek a kisérleti
hipotézisemmel szemben tdmasztott varakozdsaimnak, amely szerint a protokoll alkalmas
szétvalasztani az L-VOCC fiiggd mechanizmust az inkabb receptor aktivacios
mechanizmust6l. A drotaverin hasononldan a nifedipinhez, koncentracié és mediatorfiiggd
modon gatolta mind a harom konstriktor agens hatasat (20. A abra). A drotaverin
hataserdssége a KCl-depolarizacio kivaltotta kontrakcion egy nagysagrenddel nagyobbnak

bizonyult, mint a hisztaminnal, vagy a metakolinnal kivaltott kontrakcion.

A teofillinnel nem sikertilt relevans, koncentraciofiiggd gatlod hatast elérni, tekintettel,
hogy amig alacsony koncentricié tartomanyban nem gétolt, viszont 10 M kovetden

simaizom kontrakciot valtott ki.
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20. abra: 3x10° M hisztaminnal, 5x107 M metakolinnal vagy 20 mM KCl-al kivaltott léguti
simaizom kontrakcié kialakulasanak gatlasa: (A) drotaverinnel, (B) nifedipinnel, (n=4). A
teofillin alacsony hataserdssége miatt koncentracio-hatas gorbéje nem volt meghatarozhaté.

61



7. Megbeszélés

A légiti megbetegedések egy részében a tiidéfunkcio csokkenésért a 1éghti simaizom
fokozott konstriktor valasza tehetd feleldossé. Ilyen fokozott konstriktor valasz jellemzd az
asztma bronchiale és a COPD bizonyos altipusaira. A 1éguti simaizom fiziologias
mikddésébol kovetkezik, hogy minden olyan molekula, mely megemeli a 1égati simaizom
cAMP szintjét, csokkenti a Ca®*-fiiggd kontrakcios mechanizmusokat, igy képes a simaizmot
ernyeszteni, ezaltal visszaallitani a normal tiid6 funkciot. Terapids megkozelitésként a cAMP
szint emelkedését el lehet érni a cAMP szint fokozasaval, masrészrél a keletkezett cAMP
bomlésanak a gatldsdval. Mindkét mechanizmus hatassal van a simaizom Ca’* 4ramaira és a
Ca®" raktarak telitettségére, igy a simaizom miikodésére is. Tehat mind a CAMP-szint emelés,
mind a L-VOCC bokkol6 hatas a 1éguti simaizom ernyesztésének iranyaba mutat. gy, minden
olyan molekularol, mely hatdsmechanizmusa kovetkeztében megemeli a cAMP-szintet és

gatolja a Ca®" sejtbe dramlasat, antiasztmatikus/anti-COPD hatas feltételezhetd.

A goresoldo drotaverint hatastanilag a PDE IV gétlok kozé soroljadk. Annak ellenére,
hogy gyulladasos sejtek f6 cAMP metabolizald enzime a PDE IV, mely gatlasaval a
gyulladasos mediatorok felszabadulasa gatolhatd, mely indokolnd a drotaverin terapias
hatékonysaganak vizsgalatat léguti obstruktiv betegségekben, ilyen jellegli vizsgéalatok
eredményeinek nyomat a szakirodalomban nem talaltam. Masrészrél, a drotaverin feltételezett
L-VOCC blokkol6 hatidsat nem bizonyitottdk még funkcionalis vizsgalatokkal. Bar az L-
VOCC blokkolok nem mutattak atiité klinikai hatékonysagot az elzarddasos léguti
megbetegedésekben, szakirodalmi adatokbol mégis arra lehet kovetkeztetni, hogy egy kevert
PDE IV gatlo/L-VOCC blokkolo molekula hatékony lehet az elzarddasos léguti
megbetegedések kezelésében. Ehhez viszont bizonyitanom Kellett, hogy a drotaverin PDE IV
gatld hatasa mellett funkcionalis L-VOCC blokkold hatassal is rendelkezik 1égati simaizom

preparatumon.

A drotaverinnel végzett funkcionalis vizsgalatokhoz tengerimalac trachea
preparatumokat hasznaltunk. A tengerimalac légutainak anatomidja és fiziologidja nagy
hasonldsdgot mutat az emberével. Ezért az asztma és COPD preklinikai vizsgéalataihoz ez az
egyik leggyakrabban hasznalt allatmodell, a kisméretli allatfajok koziil. Mivel mind a cCAMP-
szint ndvekedése, mind a L-VOCC blokkolasa funkciondlisan simaizom ernyesztést okoz,
ezért ahhoz, hogy a PDE gatl6 hatas mellett az L-VOCC blokkold hatdst tanulmanyozni

tudjuk, specialis kisérleti korilményeket kellett teremteniink.
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7.1. Drotaverin hatasa a depolarizacio kivaltotta légati simaizom kontrakciora

Els6 1épésében a KCI depolarizacio kivaltotta simaizom kontrakcion tanulmanyoztuk a
drotaverin hatasat. Annak érdekében, hogy a drotaverin L-VOCC-ra gyakorolt mindezidaig ki
nem mutatott funkcionalis gatld hatasat megbizhatéoan vizsgalni tudjuk a kovetkezd

szempontokat vettiik figyelembe:

1. L-VOCC miikodéssel egyértelmiien 6sszefliggd modellt kellett valasztanunk, valamint
2. olyan referencia anyagokat, amelyeknek L-VOCC és/vagy PDE szelektiv gatlo hatasa
bizonyitott (21. abra).

Teofillin PDE — scAMP |

Drotaverin
Papaverin S

~

Simaizom kontrakciél

Nifedipin
Diltiazem

 ivoce ——>(Ca®) |

21. abra: A Kkisérleteink soran felhasznalt simaizom relaxalo anyagok és molekularis
hatasmechanizmusaik. A ciklikus nukleotidok lebontiasinak gatlisa PDE inhibitorok
alkalmazisaval és/vagy, L-VOCC Keresztiili Ca** influx gitlisa révén a relaxicié iranyaba
mutaté folyamatokat eredményezett. A drotaverin feltételezett L-VOCC gatlo hatasat piros
szaggatott vonallal jeloltem.

A KCI koncentracidjat harom Iépésben kumulativ modon ndvelve valtottunk Ki
kontrakciot (5.4.2). Az L-VOCC blokkold nifedipinnel és diltiazemmel torténd eldkezelés
hatasara a KCI kivaltotta simaizom kontrakciok maximum értékei csokkenést mutattak (12.
abra). Ez az eredmény varhaté volt, mivel in vitro a Ca’®*-csatorna blokkolok képesek
szelektiven gatolni a membran depolarizaciot kovetd Ca?* bearamlast és ennek nyoman a

simaizom kontrakciot.

A teofillin PDE enzimek nem szelektiv gatlasa révén cAMP koncentraciéo ndvekedést
okoz, amely PKA-n keresztiil a K¢, csatornak foszforilalasan és a SERCA Ca®" felvételének
fokozasan keresztiil direkt modon csokkenti képes a (Ca®*)i-ot (6. abra). Eredményeink azt
cAMP koncentracid, nincs jelentds hatassal a KCI depolarizacié kivaltotta simaizom

kontrakciora (12. abra), amely bizonyitottan L-VOCC-n keresztiili Ca®" influx valt ki (Hill-
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Eubanks és mtsai, 2011). Tehat a hipotézisiink szerint, ha a drotaverinnek, a papaverinhez
hasonléan PDE gatlas mellett van L-VOCC gatld hatasa is, akkor mindkét izokinolin
vegyiiletnek gatolnia kell a KCI kivaltotta simizom kontrakciét. Ennél fogva a papaverin és
drotaverin koncentracio-fiiggé hatasa (12. abra) a KCI kivaltotta simaizom kontrakcion
inkabb magyarazhat6 az L-VOCC-n keresztiili Ca®" influx gatlasaval, mintsem a cAMP-PKA
utvonalakon keresztiili (Ca2+)i csokkenéssel. Ezen feltevésiinket erdsitették meg a teofillin-
nifedipin keverék esetében kapott eredmények is (12. abra), amelyek szerint a PDE gatlo
kiegészitve L-VOCC blokkol6 hatassal, felillmtlja a L-VOCC gatlok hatasat (2. tablazat).

Osszességében megallapitottuk a drotaverin depolarizacié kivéltotta kontrakcid gatld
hatasat, valamint azt, hogy ha a PDE gatlot (teofillin) egyiitt alkalmazunk egy L-VOCC
blokkoloéval (nifedipin), akkor hatékonyabb léguti simaizom ernyesztést érhetd el, mint kiilon-
kiilon az egyes vegyiiletekkel (2. tablazat). A hipotézisiink szerint az elébbiekben leirt
jelenség mogott az intracellularis Ca?* influx akadalyozasa rejlik, amely PDE gatlassal

fokozhato.

7.2. Drotaverin hatasanak vizsgalata inracellularis Ca?* raktarak ujratoltodésére

A kovetkezé kisérlet sorozatot ugy terveztik meg, hogy a Iléguti simaizom
preparatumok Ca®" raktarainak kiiiritésével olyan kisérleti koriilményeket teremtettiink, mely
extracellularis Ca?* visszaadas utan alkalmas a Ca®* influx funkcionalis kovetkezményeinek
tanulmanyozasara. Az irodalmi adatok az mutatjak, hogy a kiliritett intracellularis Ca?*
raktarak ujratelédése az extracellularis térbol a L-VOCC-n keresztiil valosul meg (Bourreau
¢és mtsai, 1991; Jenssen és Sims, 1993; Wu és mtsai, 2002). Ebbol kovetkezik, hogy egy olyan
modell, mely ezen Ca?" ujratoltédésre épiil, alkalmas lehet a L-VOCC blokkolé hatas
vizsgalatara. A PDE gatl6 vegyiiletek nem gatoljak a Ca?* Gjratoltédést. Igy tehat egy jol
megvalasztott kisérleti protokoll felhasznalhatonak latszik L-VOCC blokkold hatas, PDE
gatld hatds melletti szelektiv kimutatasara. A kisérleti modellben kihasznaltuk azt a
jelenséget, hogy az allergias asztmaban fontos patologids szerepet jatszo hisztamin és
acetilkolin az intracellularis Ca?* szint fiiggvényében valt ki kiilonbozé erésségii kontrakciot.
Az acetilkolin (M3 agonista) illetve a hisztamin (H1 agonista) receptoraik aktivacidjan
keresztiil, képesek az SR-bSl Ca®* felszabadulas kivaltotta kontrakciot el8idézni. Ezen
aktivacio utani kontrakcidban az L-VOCC-n keresztiili Ca®* influxnak csak korlatozott
szerepe lehet. Ezt tamasztja ala az is, hogy az L-VOCC blokkolok gyakorlatilag hatastalanok

az agonista altal kivaltott 1égcs6é kontrakcidra (Drazen és mtsai, 1983; Advenier és mtsai,
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1984; Ahmed és mtsai, 1985; Baersch és Frolich, 1995). Viszont az agonista kivaltotta
kontrakciot ismételve L-VOCC blokkolok jelenlétében csokkent kontrakcié maximumot
figyeltek meg (Flores-Soto és mtsai, 2013). Osszeségében megéllapithatd, hogy a léguti
simaizom Ca**-mentes kizegben is képes a kontrakciora, amihez nincs sziikség az L-VOCC-n
keresztiili Ca®* influxra. Ennek valosziniileg az az oka, hogy a ROC és més Ca®* csatornak is
részt vesznek a Ca®* influxban (McFadzean és Gibson, 2002). Viszont Ca?* mentes kozegben
az ismételt agonsita adagolas kivaltott kontrakcié mértéke fokozatosan csokken, végiil
megysziinik (Creese és Denborough, 1981; Noguera és mtsai, 1994). Ahhoz, hogy az
agonistdk ujra kontrakciot tudjanak kivéltani, az intracelluldris raktarakat Ujra kell tolteni
Ca®*-al. Gyakorlatban ezt ugy valdsitottuk meg, hogy a Ca**-mentes kozegben kiiiritett Ca*
raktari preparatumokat Ca’* tartalmu oldatba torténd visszahelyezéssel a Ca** raktarakat
ujratoltottiik. Annak valoszintiségét, hogy az L-VOCC keresztiili Ca®" influx jelenti a 6
utvonalat a kontrakciot kovetd ujratdltddésre Bourreu vetette fel eldszor (Bourreau és mitsai,
1991, Bourreau ¢s mtsai, 1993) kutya légcsdvon vizsgalva a jelenséget, majd szamos szerzd is
igazolta megallapitasat (Dessy és Godfraind, 1996; Hirota és Janssen, 2007; Flores-Soto és
mtsai, 2013). Ezt a jelenséget nyugalmi Gjratoltédésnek (resting refill) nevezték el, mivel az
ujratoltodés alatt a fiziologias oldatban nincs agonista. A kisérletek soran ezt a leirt jelenséget
a mi méréseink is alatamasztottak (3. tablazat) és az eredményeink azt mutattak, hogy a ca®
mentes Krebs-Henseleit oldatban az ismételt hisztamin, metakolin hatasira a kontrakcio
fokozatosan csokkent. Az yjratdltddést kovetden Ca?*-mentes oldtaban az agonistak ismét
képesek voltak maximumhoz kozeli kontrakciot kivaltani. Ezek az adatok azt a hipotézisiinket
tamasztottak ala, hogy az intracellularis raktaron keresztiili Ca® felszabadulas kivaltotta
kontrakcio mediator fiiggetlen, mivel kisérleteinkben mind a hizdsejtek granulumaibol
felszabadulo hisztamin, mind az M3 receptor agonista metakolin ugyanazt a hatast valtotta ki.
Az irodalmi adatok szerint a nyugalmi Ca®* ujratoltédés a L-VOCC-on keresztiil valosul meg.
Sajat kisérleti adataink is azt bizonyitottak, hogy a L-VOCC blokkolo nifedipin gatolta, mig a
PDE gitlo teofillin nem befolyasolta a nyugalmi Ca®* ujratdltédését (13. és 14. abra) A
drotaverin és a papaverin nagyon hasonloan viselkedett az L-VOCC blokkoldkhoz, mindkét
vegylilet nagymértékben gatolta a nyugalmi Ca’* felvételt, ezaltal csokkentve a kontrakcid
maximumat. A PDE gatlo teofillin, a két izokinolin szarmazékkal szemben inkabb segitette,

mint gatolta a kontrakciot a 13. E és 14. E abra adatai szerint.

Osszefoglalva a tapasztalatainkat, kisérleti adatok arra engednek kdvetkeztetni, hogy a

nyugalmi ujrat6ltédés folyamataban az L-VOCC donté szerepet jatszik a CAMP/PDE
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rendszerhez képest. Az altalunk Kidolgozott kisérleti koriilmények kozott Kimutattuk, hogy a
drotaverin rendelkezik L-VOCC-n keresztiili nyugalmi Ca®* wjratoltddést gatlo hatassal,

amelyet mindez id4ig nem mutattak ki funkcionalis modellen.

7.3. CaCl,-kivaltotta kontrakcié vizsgalata agonistat tartalmazé Ca>* mentes oldatban

Ebben a kisérleti sorozatban azt vizsgaltuk, hogy a Kkiiiritett intracellularis Ca®*
raktarak mellett, az extracellularis Ca®* potlas utani Ca®* bearamlés milyen kinetikaval zajlik
konstriktor agonista jelenlétében. Alap feltevésiink az volt, hogy az extracellularisan adott
Ca?* az L-VOCC-n keresztiil Ca?* influxot eredményez. Irodalmi adatok alapjan a konstriktor
GPCR agonistdk intracellularis Ca’* emelkedést okoznak (Kume és mitsai, 2003),
aktivalodnak a CLC csatornak (Liu és Farley, 1996), amelyek depolarizaljak a léguti
simaizomsejt membranjat, aktivaljdk a L-VOCC-csatorndkat, igy tovabbi Ca?* influxhoz
vezetnek. Tehat a konstriktor agonista receptor aktivacio képes sejtmembran depolarizaciot
okozni, ezaltal aktivalni az L-VOCC-n keresztiili Ca?* influxot (Cuthbert és mtsai, 1994;
Flores-Soto és mtsai, 2013). Az altalunk kidolgozott kisérleti protokollban ezt a jelenséget
hasznaltuk ki a drotaverin potencialis funkciondlis L-VOCC blokkold hatdsdnak tovabbi

bizonyitéasara.

Ca’*-mentes kozegben torténd Ca®' raktar kiiiritését kovetben hisztamin, vagy
metakolin tartalmu Krebs-Henseleit oldatban sikeriilt CaCl, hozzaadasaval olyan mértékii
kontrakciét kivaltani, mint normal Ca®* tartalma Krebs-Henseleit oldatban hisztamin, vagy
metakolin ugyanazon doézisanak hozzaadasaval. (5. tablazat). Nem tapasztaltunk eltérést a
kontrakci6 iddbeli kialakulasdban sem attol fliggéen, hogy normal Ca®" szint jelenlétében
konstriktor agonistat adtam, vagy kiiiritett Ca?* raktar mellett agonista jelenlétében CaCl,-ot
adtam a preparatumokhoz. Ez arra engedett kovetkeztetni, hogy a Ca®* ROC-n és L-VOCC-n
keresztiil ugyanolyan hatékonyan penetralt a sejtekbe hisztamin és metakolin jelenlétében is.
A L-VOCC szerepét a receptor aktivalta folyamatban bizonyitottuk megfigyelve, hogy az L-
VOCC blokkol6 nifedipin és diltiazem a Ca?* bearamlas gatlasan keresztiil csokkentette a
CaCl, kivaltotta simaizom kontrakci6é kialakulasanak a sebességét. A drotaverin és a
papaverin is hatékonyan csokkentette a kontrakcid iddbeli kialakulasanak sebességét (6.
tablazat), ellenben a kontrakcié6 maximumara alig voltak hatassal (17. abra). A drotaverin és
a papaverin ezen hatdsa hasonlatos volt az L-VOCC blokkol6 vegyiiletekéhez. A PDE gatlo
teofillin nem csokkentette sem a kontrakcid kialakulasanak sebességét, sem pedig annak

maximuméat. gy feltételezhetd, hogy az alkalmazott kisérleti protokollal a drotaverin és a
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papaverin funkcionalis L-VOCC blokkol6 hatasat mutattuk ki és ebben a két izokinolin PDE
gatld hatdsa nem jatszik szerepet. Viszont a teofillin+tnifedipin keverékkel kapott
eredményeink azt mutatjak, hogy a két molekula keveréke igen hatékonyan gétolta a vizsgalt

paramétercket (6. tablazat).

Ezen eredmények 6sszegzése kapcsan elmondhato, hogy a drotaverin hatasa a receptor
aktivaciohoz kothetd Ca®* ujrat6ltédés soran jelentdsen eltér a PDE gatld teofillinét6l, ami
nagy hasonlosagot mutat az L-VOCC gatlokéhoz. Az adatok elemzése kapcsan még egy
fontos kovetkeztetést sikeriilt levonnunk az L-VOCC csatorna Ca?* tjratoltddésben vald
szerepérOl. Eszerint, bar a receptor aktivacio kapcsan tobb Ca®*-csatorna tipus is aktivalodik,

mégis az L-VOCC-4k jatszak a f6 szerepet a kiltiritett Ca?* raktarak Ujra toltéddésében.

7.4. Osszehiizott preparatum ernyesztésének vizsgalata

A léguti megbetegedések kozos jellemzdéje a nehézlégzés, fulladas, amelynek
leggyakoribb kivaltdo okai kozé tartozik a horgdsziikiilet okozta légadram csokkenése. A
légaram csOkkenésének hatterében allhatnak proliferativ sejtszaporulatok, vagy akar
tulérzékenységi reakciok és a gyulladasos sejtekbdl felszabaduld mediatorok, amelyek a 1éguti
simaizom fokozott kontrakcidjdhoz vezetnek. Mivel a 1égcsd Osszehtizodas aktivacidjaban
kulcsszerepet jatszik az ioncsatornakon bearamloé Ca®* ezért az L-VOCC blokkolokkal mar
szamos in Vivo és in vitro kisérletet végeztek 1égesd elzarddasos modellen (Drazen és mtsai,
1983; Nair és mtsai, 1984; Fanta és mtsai,1987; Patakas és mtsai, 1987). Ennek ellenére az L-
VOCC blokkolokat klinikai vizsgalatok soran nem talaltak elég hatékonynak a 1éguti sziikiilet
okozta megbetegedések kezelésében (Twiss és mtsai, 2002). A horgd szikiilet egy masik
lehetséges kezelési modjat jelentik a PDE gatlok és a Bo-adrenoreceptor agonistak (Penn és
mtsai, 1998; Johnson 2001; Fan Chung, 2006), amelyek a cCAMP-szint névekedésen keresztiil
képesek relaxalni a léghti simaizmot. A PDE gatlokrol, koztiik a teofillinrél megéllapitottak,
hogy képes a léguti gyulladds mellett a léguti simaizomra kozvetlentil hatni, ezaltal
bronchodilataciot kivaltani (Barnes, 2010). Tehat a mar kialakult horgdsziikiilet oldasahoz
sziikséges az intracellularis cAMP szint novelése és a Ca?* szint csokkentése. Ennél fogva
logikusnak tiint, hogy a drotaverin feltételezett L-VOCC-PDE gatlo egyiittes hatasat harom

kontrakcios mediator, a KCI, a hisztamin és a metakolin segitségével teszteljiik tovabb.

Méréseink igazoltak, Godfraind eredményeit, amely szerint a nifedipin

koncentraciofiiggd modon képes relaxdlni a KCIl depolarizacid kivaltotta kontrakciot

67



(Godfraind, 1983), valamint Drazen vizsgalatait, amelyben hatékonyan ernyesztették a
hisztamin 6sszehtzott 1égcsdvet (Drazen és mtsai, 1983). A kisérletek soran kimutattuk, hogy
a drotaverin hasonléan viselkedett a nifedipinhez, mivel dozisfiiggéd modon ernyesztette mind
a harom mediator altal kivaltott kontrakciot, de a KCl altal Gsszehuzott preparatumon
hatasoser6ssége nagyobbnak bizonyult, a hisztaminnal, valamint metakolinnal el6idézett
kontrakciohoz képest. A teofillinrdl leirtak, hogy képes a 1éguti sSimaizom relaxaciojara (Rabe
¢s mtsai, 1995), de a maximalis relaxacio eléréséhez relativ magas koncentracié sziikséges.
Kisérletek soran kimutattuk, hogy a teofillin képes volt ernyeszteni a harom mediator
kivaltotta kontrakciot és a kapott eredmények nem mutattak jelentds eltérést a Guillot alltal
megallapitott teofillin ECsg értékéhez képest. (Guillot és mtsai, 1984) (7. tablazat). Viszont az
ECso értékek joval a terapias dozis felett voltak mind a harom konstriktor esetén. A 18.
abran bemutatott koncentracio-hatas gorbék jol mutatjak, hogy a teofillin nem volt képes a

nifedipinhez hasonldé mediatorfiiggé relaxaciora.

Osszeségében elmondhatd, hogy a drotaverin képes volt mind a hdrom agonista 4ltal
Osszehtizott 1éguti simaizom kontraktra ernyesztésére, viszont hasonléan a nifedipinhez, a
legnagyobb hataserdsséget a KCI altal 6sszehuzott preparatumon mutatta. Ez a megfigyelés
tovabb erdsiti korabbi kisérleti eredményeinket, mely szerint a drotaverin rendelkezik
funkcionalis L-VOCC blokkol6 hatéssal.
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7.5. A kontrakcio kialakulasanak gatlasa

A mar kialakult horgd sziikiilet olddsan kiviil igen fontos a kialakulasanak
megakadalyozasa. Az asztma, valamint a COPD kezelése ¢és prevencidja sordn az
Egészségligyi Minisztérium szakmai iranyelve rohamold6, vagy megel6z0 szerként a kis
adagolast hosszu hatasu teofillin kombinald szerként torténd alkalmazéséra is ajanlést tesz a
gyors hatdsu Pr-agonistak, szisztémas szteroidok és antikolinerg szerek mellett (Csikos ¢€s
Gajdacsi, 2011*). Ezért kézenfekvének tlint a drotaverint olyan in vitro modellen is
vizsgalni, mely annak 1égiti simaizom kontrakcidt megakadalyozd, preventiv hatdsat teszteli.
Az eddigi adatok birtokaban feltételezhetd volt, hogy a drotaverin és a referens vegytiletek is

konstriktor mediator fiiggéen fogjak a kontrakcio kialakuldsat gatolni.

A nifedipinnel kapcsolatban leirtak, hogy képes a hisztamin (Patel és Al-Shamma,
1982), valamint a magas K' és Ca®" kivaltotta kontrakcio gatlasara. Mas szerz6k
megfigyelték, hogy a nifedipin hataseréssége koriilbeliill két nagysagrenddel magasabb
extracellularis K* koncentracié okozta kontrakcié ernyesztésében, mint a receptor agonista

kontrakcio esetében (Advenier és mtsai, 1984; Nielsen-Kudsk és mtsai, 1986).

A kisérletei eredményeink alapjan mi is hasonlé megallapitast tettiink. Az
eredményeink nagy egyezést mutattak az irodalmi adatokkal, mivel a nifedipin
koncentraciofiiggé modon csokkentette mind a hisztamin, mind a metakolin kivéltotta
kontrakciot, de a hatdsoserdssége négy nagysagrenddel magasabb volt K* koncentracid
segitségével eldideézett Ca”" influx kivaltott kontrakcion keresztiil. A drotaverin bar kevésbé
bizonyult hatasosnak a KCI kivaltotta kontrakcid6 megakadalyozasaban, mint a nifedipin, de
karakterisztikusan hasonloan viselkedett (19. abra), mivel a metakolinra és hisztaminra
vonatkozo ECsg értékek (8. tablazat) egymashoz nagyon kozelinek bizonyultak, mig a KCl
kontrakcion a hataserdssége egy nagysagrenddel volt nagyobb.

A nifedipinnel kapott eredmények megfeleltek a varakozasainknak, mivel képes volt
dozis és mediatorfiiggd preventiv kontrakcidé gatldo hatasra, ellenben a teofillin a vartnal
gyengébb hatast mutatott. A teofillin magas, 100 uM koncentracidban ugyan képes volt a
preparatum ernyesztésére, de a koncentracio tovabbi emelése tartosan fennmarad6 kontrakciot
okozott az Osszes preparatumon, ezért a koncentracio-hatas fiiggés a tovabbiakban nem volt
vizsgalhato. Mivel a teofillin altal kivaltott kontrakcidé nem vart hatas volt, ezért a jelenségre

az irodalomban kerestem valaszt.
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A teofillin metilxantin szerkezetli gyogyszeranyag (3.8.1), ezért szerkezetileg rokon
vegyliletnek tekinthetd a szintén metilxantin-szarmazék koffeinnel, amelyrdl leirtdk, hogy
képes az intracellularis raktarakban tarolt Ca®* felszabaditasara (Kobayashi és mtsai, 1986).
Egy masik lehetséges magyarazat szerint a teofillin Ca?* influxot idéz el8, amely valdsziniileg
a K" csatornak aktivalasan keresztiil hiperpolarizalja a membrant (Sharon, 1986). Ezt a
hipotézist tdmasztja ald az is, hogy a verapamil képes blokkolni a koffein hatésat, amely SR-

b8l Ca®*-ot szabadit fel viszont a teofillinre nincs hatassal (Aubier és mtsai, 1983).

Osszegezve a kontrakci gatlasa soran kapott eredményeimet, sikeriilt kimutatni, hogy
a vizsgalati modellen a drotaverin képes preventiv hatast gyakorolni, hasonléan a
nifedipinhez, amely hatasmechanizmusanak hatterében az L-VOCC gatlo hatas all, szemben
az ismert PDE IV blokkol6 hatasaval.
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8. Osszegzés

Az asztma ¢és az egyéb kronikus 1éguti megbetegedések patomechanizmusaban Kiemelt
fontossagot tulajdonitanak a PDE gétlo anyagoknak, amelyek alkalmazéasaval fokozhaté a
cAMP koncentracidja. A cAMP gatolja a gyulladasos medidtorok felszabadulasat, valamint a
protein kindz A (PKA) aktivalasa révén olyan szignal utvonalak aktivalasara képes, amely
szabalyozasaért kozvetleniil felels az intracellularis Ca** koncentracio. A depolarizalodas
hatdsara a fesziiltségfiiggé Ca®" csatorndk aktivalodnak és a csatornakon keresztiili Ca®*
bearamlés beinditja a Ca?* jel kialakulasat. A tovabbi Ca?* indukalt Ca?* felszabadulas végiil
izom-6sszehtizodashoz vezet. A fesziiltségfiiggd Ca?*-csatornak koziil az L-VOCC jatszanak
fontos szerepet ebben a folyamatban.

Kisérletek soran a drotaverin L-VOCC-re gyakorolt Ca®* antagonista hatasanak a
vizsgalatat végeztiik el tengerimalac légcsé preparatumon. Célunk volt olyan kisérleti
koriilményeket teremteni, hogy a drotaverin 1égcsé simaizomra kifejtett hatasan keresztiil az
L-VOCC-re gyakorolt gatld hatas szelektiven mérhetévé valjon. A megvalositas nehézségét
az adja, hogy mind a PDE gétlo6 mind a L-VOCC blokkol6o hatds a simaizom relaxacio
iranyaba mutat. Ennek tesztelése érdekében a drotaverin hatasat funkcionalis modelleken
olyan anyagokéval hasonlitottuk Ossze, amelyek irodalmi adatok alapjan ismert PDE gatld
és/vagy L-VOCC blokkol6 hatassal rendelkeznek.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a kivalasztott referencia anyagok az irodalmi
adatoknak megfeleléen a PDE enzim gatlasaval, és/vagy az L-VOCC-n keresztiili Ca®* influx
blokkolasaval képesek voltak simaizom relaxacidot okozni, vagy dozis-fliggd modon
meggatolni a kontrakcio kialakulasat. Ennek megfelelden a kivalasztott funkcionalis modellek
alkalmasnak bizonyultak a drotaverin L-VOCC blokkol6 hatasanak a vizsgalatara.

Kimutattuk, hogy a drotaverin hatékonyan csokkentette a depolarizacié kivaltotta
simaizom relaxaci6 maximum értékeit, de hatissal volt a Ca® depletalt Ca?* raktarak
yjratdltédésének mértékére is, mind nyugalmi, mind receptor aktivalt jratdltédés soran.
Megfigyeltik azt is, hogy hatdsa nem korlatozodott a kontrakcidé maximumanak
csokkentésére, hanem hatassal volt a Ca®* Gjratoltddés kinetikdjara is. A kisérleteink
kiértékelése soran még egy fontos megallapitast tettiink, amely szerint a ca?t depletalt léguti
preparatum Ca®*-al valé Gjratdltédésében az L-VOCC-nak kiemelt szerepe van.

Eredményeink kapcsan elmondhatd, hogy a drotaverint a PDE IV és L-VOCC gatlo

tulajdonsaga alkalmassa teheti azon obstruktiv 1égiti megbetegedések kezelésére, amelyek
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patomechanizmusanak hatterében a fokozott simaizom kontrakcid mellett a gyulladasos

mediatorok felszabadulasa all.
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9. Summary

PDE inhibitors have particular importance in the pathomechanism of asthma and other
chronic respiratory diseases, and can be used to increase the concentration of CAMP. The
activation of protein kinase A by cAMP leads to relaxation of the respiratory smooth muscle
across different signaling pathways. On the other hand, the intracellular Ca** concentration is
directly responsible for regulating the airway smooth muscle tone. Depolarization causes Ca**
influx through the voltage-dependent Ca** channels by Ca?* signal and further Ca?* induced
Ca®* release which eventually leads to muscular contraction. Among the voltage-dependent
Ca’* channels, L-VOCC plays an important role in this process.

During the experiments, the L-VOCC blocking effect of drotaverin was tested on
guinea pig trachea preparations. The aim was to create such an experimental conditions where
the L-VOCC inhibitory effect of drotaverine can be measured selectively on airway smooth
muscle. The difficulty of the implementation was that both the PDE inhibitor and the L-
VOCC blocking effect point to the smooth muscle relaxation. To distinguish these effects the
drotverin was compared to well-known PDE inhibitory and/or L-VOCC blocking substances
on functional models.

It was demonstrated that selected references were able to induce smooth muscle
relaxation and concentration-dependent suppression of contraction by blocking the PDE
enzyme and / or blocking the Ca?* influx through L-VOCC in accordance with the literature.
Therefore, the selected functional models considered to be appropriate for testing the L-
VOCC blocking effect of drotaverin.

The results highlighted that drotaverin was not only capable to reduce the maximum
values of depolarization-induced smooth muscle relaxation, but also had an effect of the
rechargement of Ca?* depleted Ca®* storages during in resting and receptor-activated
circumstances. It was also demonstrated that its effect was not limited to reducing the
maximum of the contraction, but had an impact on the kinetics of Ca®" refill. There was
another important observation made that L-VOCC played a key role in refilling of Ca**
depleted airway smooth muscle with Ca?*.

By all means, our results showed, that drotaverine that acts as PDE inhibitor and L-
VOCC blocker in one compound, may have a relevant role in the treatment of obstructive
airway diseases which cause the release of inflammatory mediators and increased smooth

muscle contraction. Concerning our results, drotaverin probably enables to treat airway
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diseases which caused by the release of inflammatory mediators and increased smooth muscle

contraction due to its PDE 1V and L-VOCC inhibitory properties.
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