EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES TEZISEI

A NUKLEOZID TRANSZPORT GATLAS HATASA
AZ INTERSTITIALIS ADENOZIN KONCENTRACIORA AZ
A; ADENOZIN RECEPTOROK KORNYEZETEBEN EU-
ILLETVE HYPERTHYREOID TENGERIMALAC PITVARON

Karsai Dénes

DEBRECENI EGYETEM
ORVOS- ES EGESZSEGTUDOMANYI CENTRUM
GYOGYSZERESZTUDOMANYI KAR
GYOGYSZERHATASTANI TANSZEK
Debrecen, 2007



EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES TEZISEI

A NUKLEOZID TRANSZPORT GATLAS HATASA
AZ INTERSTITIALIS ADENOZIN KONCENTRACIORA AZ
A; ADENOZIN RECEPTOROK KORNYEZETEBEN EU-
ILLETVE HYPERTHYREOID TENGERIMALAC PITVARON

Karsai Dénes

Témavezetd: Dr. Tésaki Arpad
Konzulens: Dr. Gesztelyi Rudolf

Programvezetd: Dr. Gergely Lajos

DEBRECENI EGYETEM
ORVOS- ES EGESZSEGTUDOMANYI CENTRUM
GYOGYSZERESZTUDOMANYI KAR
GYOGYSZERHATASTANI TANSZEK
Debrecen, 2007



ROVIDITESEK

AC = adenilciklaz

A receptor = A; adenozin receptor

ADA = adenozin dezaminaz

Ado = adenozin

[Ado]isg = az interstitialis folyadék Ado koncentracioja

ATP = adenozin-5’-trifoszfat

cAMP = 3’,5’-ciklikus adenozin monofoszfat

CPA = N’-cyclopentyladenosine

DP = dipiridamol (dipyridamole)

E/[A] = koncentracid-hatas

ENT1 = ekvilibrativ és nitrobenzylthioinosine érzékeny nukleozid transzporter
M = mdl/l

NBTI = S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine

NT = szarkolemmadlis nukleozid transzport

RRM = receptorial responsiveness method

T; = L-3,5,3’-trij6d-tironin

T,

L-tiroxin (L-3,5,3’,5’-tetrajod-tironin)

S = a Ty oldészere (,,szolvens™)



BEVEZETES

A fejlett orszdgokban a daganatos betegségek mellett a sziv- és
érrendszeri betegségek jelentik a legnagyobb kihivast a varhato élettartam és az
életminOség szempontjabol. A sziv ischaemidval szembeni
védekezOképességének fokozdsa vilagszerte a kutatds élvonaldban van. Ide

tartozik a szivben az adenozin medialta protektiv folyamatok befolydsoldsa is.

Az adenozin (Ado) adeninbdl és ribozbol 4ll6 prekurzora és egyben
bomlasterméke az €10 szervezet legfontosabb primer energiatirold
molekuldjanak, az ATP-nek. Az Ado jelentoségét ezen tilmenden az adja, hogy
az egész szervezetre kiterjed0 szabdlyozd funkcidval rendelkezik a sejt- és
szoveti szinti novekedésben, differencidlodasban €s metabolizmusban. Akut
excessziv keletkezése az ATP reszintézis zavarat jelenti, tehat az adott szovet
sériilésének illetve kimeriilésének jelzOje. Ezzel 6sszhangban az Ado részt vesz
protektiv €s reparativ funkciok medidlasaban is.

Az Ado hatdsai dontden specifikus sejtfelszini receptorok kozvetitésével
jonnek 1étre, melyek az A, A,a, Asp €s az Aj receptor. A szivben mind a négy
elofordul, protektiv funkcidja a jelenleg legelfogadottabb allaspont szerint a
myocardialis A; €s Aj;, valamint a vascularis A;, receptornak van. Ezek
kotdhelye az extracelluldris tér felé néz, ezért kitiintetett jelentdsége van az
interstitialis folyadék Ado koncentracidjanak ([Adolisg) €s az ebben bedlld
valtozasoknak. Az [Ado]isg meghatirozi az extra- és intracelluldris Ado
termelés €s eliminicid, valamint a transzmembrandlis nukleozid transzport (NT).
Mivel a sziv tomegének nagy részét a myocardium teszi ki, a fenti tényezOk
meghatarozasa a cardiomyocytédk esetében bir a legnagyobb jelentdséggel.

A sejtek membranjaban két tipusu, ekvilibrativ (difftuziot facilitald; ENT)
és koncentrativ (aktiv transzportra képes; CNT) nukleozid transzporter fordulhat

eld. A szivben dontden, a cardiomyocytdkon (az dltaldnosan elfogadott allaspont



szerint) kizar6lag ENT taldlhatd, azon beliill is ENTI, ami ekvilibrativ és
nitrobenzylthioinosine (NBTI) szenzitiv. Kovetkezésképp, a cardiomyocytikon
a NT irdnyat és intenzitasat elsOdlegesen a membrian két oldala kozotti Ado
koncentricio-gradiens szabja meg. Az erOteljes sejten Dbeliili Ado
Ujrahasznositasnak koszonhetden ugyanakkor a szivizomra nettd intracelluléris
Ado eliminacié €s nett6 interstitialis Ado termelés a jellemzd. A fentiekkel
Osszhangban, fizioldgias koriilmények kozott a cardiomyocytdkon a NT a sejtek
belseje felé iranyul, a NT gatlasa ezért ndveli az [Ado]sg -et. Utdobbi mértékének
meghatarozasa szorosan kapcsolodik az [Ado]isk jelenleg megnyugtatban még
nem megoldott méréséhez.

Tobbféle modszert is haszndlnak a miitkodo szivben kozvetleniil nem
mérhetd [Ado]isk becslésére: mikrodializis; peri- vagy epicardialis transzudatum,
infuzatum, illetve ,,well” technika; ,axially distributed modeling”, ami az
arterioven6zus Ado koncentracidkiilonbség, a hematokrit €s a coronaria-perfizio
alapjan végzett szdmitds. A kiilonbozo eljardsokkal meghatdrozott [Ado]sk
értékek skdldja harom nagysagrendet (!) olel fel. Ez a valtozatossag egyrészt az
egyes modszerek 4ltal okozott szoveti sériilések eltérd mért€kére, maisrészt a
mintavétel hasznalt szoveti kompartmentek elt€érd voltara vezethetd vissza, de

mindenképpen felveti egy 1j, megbizhatobb modszer sziikségességét.

Bizonyos esetekben a klasszikus Langmuir-Hill egyenlet lehetoséget ad
agy agonista receptorkdzeli koncentricidjanak kiszamolasara, ugyanis leirja az
agonista koncentracidja és a kivaltott bioldgiai vélasz kozotti kapcsolatot harom

alland¢ segitségével (E.x, ECso, n):

n
C

E=E,_ . S
c" + ECq,

max

ahol: ¢ az agonista koncentricidja; E a hatds c-nél; E,, az adott



agonistdval kivalthaté maximdlis hatds (hatékonysdg; ,efficacy”); ECs, a
félhatasos koncentricio, ennek reciproka a hataserdsség (,,potency”); n a Hill
koefficiens (,,slope”).

Ha egy adott farmakon és egy adott receptor esetében ismeriink tobb
koncentracio-hatas part, vagyis egy koncentriacio-hatas (E/[A]) gorbét, akkor
erre a Langmuir-Hill egyenletet illesztve a harom dalland6 ért€ke nagy
pontossdggal megbecsiilhetd (regresszidanalizis). Ugyanakkor viszont a fent
emlitett 6t mennyiségbdl (c, E, E.x , ECso , n) barmelyik négy ismeretében az
otodik algebrai tuton is kiszamolhat6 a Langmuir-Hill egyenlet alapjan. Vagyis,
az Ado és valamely sejtfelszini receptora kozotti kapesolat harom jellemzdjébdl
(Emax » ECso , n), tovabba az adott receptor miikodésének valamely nyugalmi
kimeneti valtoz6jabol az attdl vald eltérés alapjan kiszdmolhaté lenne az
[Ado]isg  valtozdsa. Az Ado azonban gyorsan boml6é és erdteljesen
kompartmentalizdlod6 (masodperces felezési 1idejli) molekula az éI6
szovetekben, ezért jelenleg nincs lehetdség receptorkdzeli szintjét pontosan
meghatdrozni, anélkiil viszont E/[A] gorbéjének E,.. , EC5y és n paraméterei

sem alkalmasak a fenti szamitashoz.

Az [Ado]isg véltozasanak becslésére azonban létezik elvi lehetOség egy
kozelmultban kidolgozott mddszer forméjdban, amely koncentracié-hatas
(E/[A]) gorbe adatait elemzi gorbeillesztés segitségével. A regresszidanalizissel
végzett koncentraciovaltozas-becslés a receptormiikodés telithetoségén alapszik.
Ha egy bioldgiai rendszerben egy agonistaval Ugy vesziink fel E/[A] gorbét,
hogy a rendszerben méar induldskor jelen van az adott agonista egy cx # O
koncentracidja, a kiértékelés sordn a c, -et figyelembe kell venni mind a
kiindulési allapot, mind a E/[A] gorbe valaszainak 1étrehozasaban. Ha a c, -et
figyelmen kiviil hagyjuk, akkor a kapott vélaszok el fognak térni a korrekt
moédon szamithatoktdl. A valasz torzulasa és a torzulast okozé c, koncentracio

kozott az alabbi, a Langmuir-Hill egyenletbdl levezethetd Osszefiiggés all fent:
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ahol: c, a E/[A] gorbe felvételét megel6zOéen mar a rendszerben 1€vo
agonistakoncentricid; E’ a torzult vdlasz (a c, ignordldsdval szamitott hatds); c,q
a E/[A] gorbe felvétele soran bemért agonistakoncentricio; E.x , ECso €s n az
intakt (¢, = 0) E/[A] gorbének a Langmuir-Hill egyenlet illesztésével nyert
paraméterei, vagyis az intakt E/[A] kapcsolat lefroi.

Ha egy rendszer, amelynek ismerjiik az intakt E/[A] kapcsolatat egy adott
agonistaval, az adott agonistara megvaltozott valaszt ad, akkor ennek egyik
lehetséges oka a receptorok (illetve a posztreceptoridlis jelatvitel) eldzetes
részleges aktivicioja. Ebben az esetben, ha a fenti egyenletbe beirjuk az intakt
E/[A] kapcsolat paramétereit (E,.x , ECso, n), majd az egyenletet a torzult E/[A]
gorbe pontjaira illesztjiik, regresszids paraméterként (c,) megkapjuk a E/[A]
gorbe agonistdjanak azt a koncentracidjit, amelyik (el0zetesen bemérve) azonos
(vagy hasonld) moddosuldst képes létrehozni a E/[A] gorbében, mint amit
tapasztaltunk. A c, akkor adja meg (abszolut modon) a torzité koncentraciot, ha
a torzulés oka a E/[A] gorbe felvételéhez hasznalt agonista egy mar el0zetesen is
jelen 1évO koncentracidja. Ha a torzuldst okoz6 anyag nem azonos a E/[A] gorbe
agonistdjival, a ¢, a E/[A] gorbe agonistdjdnak azt a koncentracidjat adja meg,
amelyik a torzitdé koncentracioval ekvieffektiv a vizsgélt hatds szempontjabol. A
cx ebben az esetben is informativ, bar csak relativ mutatdja a torzitd
koncentricionak. A fenti 0Osszefiiggést a tovédbbiakban ,koncentracid-
meghatdrozd” egyenletnek nevezziik.

Az Ado E/[A] gorbe E,.x , ECso és n paramétereinek fentebb részletezett
pontatlansdga miatt a koncentracio-meghatiroz6 egyenlet sajnos nem alkalmas

az [Ado]isg moédosuldsdnak abszolut mutatéval valé meghatirozisara. Elvi
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lehetOséget ad azonban az [Ado]isr valtozasdnak jellemzésére egy relativ mutato
segitségével, ha olyan Ado receptor agonista E/[A] gorbéjére illesztjiik, melynek
esetében ismerjiink az agonista €s a receptor kapcsolatit leir6 paramétereket
(Emax » ECso , n). Ilyen Ado receptor agonista a vértelen myocardiumon
elhanyagolhaté mértékben bomlo €s kompartmentalizalodd A, receptor szelektiv
N°-cyclopentyladenosine (CPA). A NT gitlé hidnydban illetve jelenlétében
felvett CPA E/[A] gorbék adatainak feldolgozdsa a koncentracio-meghatirozo
egyenlet segitségével alkalmasnak latszik a NT gétlok okozta [Ado]sg valtozas

jellemzésére.

A szivizom Ado receptorai koziil legnagyobb siirlis€égben az A, tipus
talalhat6, amely tengerimalac pitvarizomzaton gyakorlatilag kizar6lagos
elofordulasu. A pitvari munkaizomsejteken az A; receptorok erdteljes direkt
(elozetes cAMP-szint novelés nélkiill is kialakuld) negativ trop hatdsokat
medidlnak, melyek koziil a legkonnyebben a negativ inotropia mérheto.
Kisérleteinket alland6 frekvencian ingerelt tengerimalac bal pitvaron végeztiik,
melynek kodszonhetden az A; receptorfunkcié trop hatdsai tisztdn a kontrakcids
er0 valtozdsaiban nyilvanultak meg, igy végig ezt a kimeneteli valtozot

regisztraltuk, mint hatast.

Ismert, hogy a pajzsmirigy tri- és tetrajod-tironin (T5, T4) hormonjainak
markans szivhatdsai vannak, melyek {616s T3 és T, jelenlétében kedvezdtlenek a
sziv talterhelése miatt. Ezzel 6sszhangban azt talédltdk, hogy hyperthyreosisban
csokken az A, receptor agonistdk hatésa a sziven. Ujabb adatok szerint azonban
a tobblet T; és T, rovidtavon kardioprotektiv hatasu, amely jellegében hasonl6
az 1ischaemids prekondiciondlds véd0 hatdsdhoz, mely utdbbiban az A,
receptorok is fontos szerepet jitszanak. Ez 4rnyalja az eddigi képet és az

adenozinerg mechanizmusok vizsgalatara inspirdl a hyperthyreoid sziven.



CELKITUZESEK

Az Ado protektiv €s regeneraciot elosegitd hatdsai a szivben dontden A,
kisebb részben Aj; receptorokon keresztiil medidlédnak. Mivel ezek kotOhelye az
extracellularis tér felé néz, a kardioprotektiv mechanizmusok szempontjabol
kitiintetett jelent0sége van a bazalis [Ado]isg-nak illetve az ebben bedlld
valtozasoknak. A becsiilt bazalis [Ado]isg ért€kek hdarom nagysagrendre vald
kiterjedését az alkalmazott mérOmodszertdl valo nagyfoku fiiggés okozza, amely
vildgosan jelzi 1j, megbizhatobb mddszer kidolgozisanak sziikségességét. Ezzel
Osszhangban megvizsgéltuk, felhasznédlhaté-e a klasszikus Langmuir-Hill
egyenlet €s az ebbdl levezetett , koncentracio-meghatirozd™ egyenlet az [Ado]sg
valtozasanak mérésére. Mivel a NT gatlasa metabolikusan intakt szivizomzaton

erdteljesen noveli az [Ado]ise-t, ennek meghatdrozasat tiztiik ki elsd célunkul.

Ismert, hogy a thyreoid hormonok (T;, T,) tobb ponton is befolyasoljak
az A, receptor medidlta jelatvitelt, melyek eredjeként hyperthyreoid sziven az
A, altipus agonistai csokkent valaszt vdltanak ki. Legjobb tudomésunk szerint
azonban nincs adat arra nézve, hogy mi a thyreoid hormonok hatisa a
myocardialis [Ado]isr -ra €s ennek valtozasara NT gatlds alatt, noha ezek az
informacidok hozzijarulnanak a T; és T, szivre kifejtett hatdsainak pontosabb
felderitéséhez. Mésodik célunk ezért annak vizsgélata volt, hogyan befolyésolja
a hyperthyreosis a NT blokad hatdsat az [Ado]isg -ra. Ez lehetOséget teremtett
arra is, hogy gyakorlati probléma megoldasara hasznéljuk fel frissen tesztelt
modszeriinket, a koncentracio-meghataroz6 egyenlet illesztésén alapul6 RRM-

et.



ANYAGOK ES MODSZEREK

ANYAGOK

Kisérleteinkhez a kovetkez0 vegyiileteket hasznaltuk: adenozin (Ado);
N°-cyclopentyladenosine ~ (CPA);  dipiridamol ~ (DP);  S-(2-hydroxy-5-
nitrobenzyl)-6-thioinosine (NBTI); adenozin dezamindz (ADA); L-tiroxin (Ty).

Az Ado-t 36 °C-os modositott Krebs-Henseleit pufferben (Krebs oldat)
oldottuk fel, melyet a kovetkezd Osszetétellel készitettiink (mM): NaCl: 118;
KCl: 4.7; CaCl2: 2.5; NaH2PO4: 1; MgCl2: 1.2; NaHCO3: 24.9; D-gliikoz:
11.5; acidum ascorbicum: 0.1 (bidesztillalt vizben oldva). A preparatumok

tapoldata 36 °C-os Krebs oldat volt.

KISERLETI ALLATOK

Kisérleteinket 500-700 g testtomegli tengerimalacokbdl eltavolitott bal
pitvarokon végeztik. Az 4llatok tartisa, elOkezelése ¢&s feldolgozasa
osszhangban volt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsdganak
Etikai Kdédexében megfogalmazottakkal és az ide vonatkozé Eurdpai Unids

eloirasokkal.

TIROXIN KEZELES

Anndl a vizsgalatnél, amelynél a cél az eu- és a hyperthyreoid allapot
0sszehasonlitasa volt, az allatokat random moddon két részre osztottuk: T, kezelt
€s oldoszerkezelt (S kezelt) csoportra.

A T, kezelt csoport tagjai 330 pg/testtomeg kg T4-t kaptak naponta

egyszer intraperitonedlisan, mig az S kezelt csoport dllatai a T, olddszerét



kaptak, ugyanolyan médon (in vivo kezelés). A kezelés 8 napig tartott, az dllatok

felhaszndlasa a 9. napon tortént meg.

SZOVETI PREPARATUMOK

A tengerimalacok kiméletes elpusztitisa utdn a bal pitvart izolaltuk, majd
10 cm3-es, Krebs oldattal feltoltott szervkadban (TSZ-04, Experimetria,
Budapest) felfiiggesztettiik. A Krebs oldatot 95% 02 és 5% CO2 elegyével
oxigendltuk, ami 4ltal pH-ja 7.4-re allt be. A pitvart egy fondlon keresztiil
izometrids mechano-elektromos  atalakité  (,transzducer”; SG-01 D,
Experimetria, Budapest) érzékel0jéhez rogzitettilk, majd a pitvart 10 mN
alapfeszités ald helyeztiik, melyet a kisérlet folyamédn (kozvetleniil a mosasok
utdn) rendszeresen utankorrigaltunk.

A pitvarokat programozhaté elektrostimuldtorral (ST-02, Experimetria,
Budapest) ingereltiik pontszerien kiképzett platina elektrédokon keresztiil. Az
ingerlést 3 Hz frekvencidval, 1 ms impulzusszélesség mellett, masfélszeres
kiiszobfesziiltséggel (kb. 1 V) végeztiikk. A kontrakciokkal ardnyos elektromos
jeleket 6 csatornds poligrafon (BR-61, Medicor, Budapest) rogzitettiik.

PROTOKOLLOK

Az ingerlés megkezdése utdn valamennyi pitvart 50 percen keresztiil
inkubdltuk Krebs oldatban, ami alatt a kontraktilitisi paraméterek
stabilizaloédtak. Az inkubacié soran (itt és mas alkalommal is) a szervkadak
oldatat 15-20 percenként cseréltiilk (mosas). A pitvarokat az eldinkubécié alatt
random moédon csoportokba illetve alcsoportokba soroltuk. A kisérletek sordn a
pitvarok izometrikus kontrakcidit regisztraltunk, melyeknek az amplitidéjat

értékeltiik, mint kontrakcids erot.



Ado E/[A] gorbék

Elsdként valamennyi kisérleti csoportban illetve alcsoportban kumulativ
E/[A] gorbét vettiink fel Ado-nal. A hatds bedlltat az adott d6zis beaddsa utan
kialakul6 legkisebb kontrakcids erd jelezte. Az Ado E/[A] gorbe segitségével
zartuk ki az adatfeldolgozasba valé bevalasztisi kritériumokat nem teljesitd

anomalis pitvarokat.

In vitro kezelés

Az Ado E/[A] gorbe felvételét kdvetd mosds utan 50 perces inkubécid
kovetkezett (in vitro kezelés), ennek jellege hatdrozta meg, milyen csoportba
illetve alcsoportba tartozott a tovabbiakban az adott preparatum.

Elsd vizsgélatsorozatunkban in vivo kezeletlen allatokat hasznaltunk fel,
ebben az in vitro kezelés a kovetkez0 csoportokat alakitotta ki: (1.) Krebs oldat:
kontroll csoport; (2.) 10 uM DP: DP csoport; (3.) 10 uM NBTI: NBTI
csoport.

Maisodik vizsgélatsorozatunkban az in vivo kezelés két csoportot
eredményezett (S illetve T, kezelt), melyeket az in vitro kezelés harom-hdrom
alcsoportra bontott: (1.) Krebs oldat: S kontroll alcsoport; (2.) 10 uM NBTI: S
& NBTI alcsoport; (3.) 2 U/ml adenozin dezamindz (ADA) + 10 uM NBTI: S
& ADA+NBTI alcsoport; (4.) Krebs oldat: T4 kontroll alcsoport; (5.) 10 uM
NBTI: T, & NBTI alcsoport; (6.) 2 U/ml ADA + 10 uM NBTIL: Ty &
ADA+NBTI alcsoport.

CPA E/[A] gorbék

Az in vitro kezelés utdn minden csoportban illetve alcsoportban kumulativ
E/[A] gorbét vettiink fel CPA-val, amely igen szelektiv A; receptor agonista.
Mivel a CPA nem szubsztrdtja a myocardiumban taldlhat6 Ado-bonto illetve
Ujrahasznosité enzimeknek, vérmentes pitvarszovetben vizsgélatunk ideje alatt

(20-40 perc) alig csokken a koncentricidja. A CPA lassu eliminicidja miatt



nehezen tdvolithatd el a pitvar szoveteibdl, ezért vizsgdlataink sordn le kellett
mondanunk az Onkontrollos kisérletekrdl (amelyben ugyanazon prepariatumon
vettiink volna fel ,kontroll” és ,kezelt” CPA E/[A] gorbét). Emiatt kiilon
kontroll csoportot illetve kontroll alcsoportokat hoztunk létre és ezekhez

hasonlitottuk a tobbi csoportot illetve alcsoportot.

ADATFELDOLGOZAS

A koncentracio-hatas gorbék feldolgozasa

Egy agonista koncentrdcié hatasdnak a kiinduldsi kontrakcids erd
szazalékos csokkenését tekintettiik. A E/[A] gorbék pontjaira a Langmuir-Hill
egyenletet illesztettiik. Az egyes preparatumok vélaszkészségét az adott

agonistaval szemben E/[A] gorbéjiik E ..« , ECso €s n paramétereivel jellemeztiik.

Koncentraciobecslés a Langmuir-Hill egyenlettel (klasszikus modszer)

A Langmuir-Hill egyenletbe hatasként a kontrakcids erd DP illetve NBTI
jelenlétében tapasztalt csokkenését irtuk be (a nyugalmi érték szdzalékdban
kifejezve). Az E.x , ECsy €s n paraméterek az azonos in vivo kezelésii (vagy in
vivo kezelés nélkiili) pitvarok atlagolt Ado E/[A] gorbéinek E,.. , EC5y és n
értékei voltak. Az igy szamolt c értékek azokat az Ado koncentracidkat
mutatjak, amelyek a szervkddba mérve azonos inotrop hatast valtanak ki, mint
10 uM DP illetve NBTI. Az [Ado]isk véltozas becslésének ezt az eljarasit a

tovabbiakban klasszikus mddszernek nevezziik.

Koncentraciobecslés a koncentracio-meghatarozo egyenlet illesztésével: a
,,receptorial responsiveness method” (RRM)

Az [Ado]isg NT blokdd hatdsdra bekovetkezo véltozasat jellemzo relativ
mutatot (c,) ugy kaptunk meg, hogy a koncentracié-meghatarozé egyenletet

illesztettiik a CPA E/[A] gorbe adatokra a DP illetve NBTI kezelt csoportokban.
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Az egyenlet az (azonos in vivo kezelésll) atlagolt kontroll CPA E/[A] gorbék
paramétereit tartalmazta (E.x , ECs , n), ezek definidltdk a CPA és az A,
receptorok kozotti intakt kapcsolatot. A kapott relativ mutaté tehat azt a CPA
koncentriciot adja meg, amelyik ugyanakkora inotrop hatést fejt ki, mint 10
umol/l DP illetve NBTI. Ezt az eljardst a tovabbiakban ,receptorial
responsiveness method”-nak (receptoridlis valaszkészség moddszer), roviden
RRM-nek nevezziikk. Az illesztést elvégeztik mind az individudlis, mind az
atlagolt CPA E/[A] gorbe adatokra.

Annak érdekében, hogy a Kklasszikus modszerrel szamitott Ado
koncentraciokat 0Osszehasonlithassuk az RRM becsléseivel, az RRM 4ltal
szolgéltatott CPA koncentraciokat a Langmuir-Hill egyenlettel atszamoltuk Ado
koncentraciokra. Eloszor a c, értékekhez tartozo negativ inotrop hatdsokat (Ey)
szamoltuk ki a Langmuir-Hill egyenlettel, amelybe az (azonos in vivo kezelésii)
atlagolt kontroll CPA E/[A] gbrbe E,.x , EC5o és n paramétereit irtuk. Ezutdn az
E, -ekhez tartoz6 Ado koncentriciokat szamoltuk ki a Langmuir-Hill
egyenlettel, amely az (azonos in vivo kezelésli) atlagolt kontroll Ado E/[A]
gorbe E,.x , ECsg és n paramétereit tartalmazta. Mivel a szdmitashoz Ado E/[A]
gorbék paramétereit hasznaltuk fel, az igy kapott Ado koncentridciok - a
klasszikus modszerrel szamitottakhoz hasonléan - azokat az Ado
koncentraciokat adjak meg, amelyek a szervkadba mérve azonos inotrop

hatiasuak 10 uM DP-Ial illetve NBTI-vel.

Statisztikai feldolgozas

Normdl eloszlast €s homogén variancidkat mutaté adathalmazok
(csoportok) kozépértékeinek Osszehasonlitisidhoz két csoport esetén kétoldalu
kétmintas parositatlant Student-féle t tesztet végeztiink, kettdnél tobb csoportra
egyutas varianciaanalizist (ANOVA) készitettiink Newman-Keuls poszt-teszttel.
Ha két normadl eloszlasu csoport variancidi kiilonbozoek voltak, Welch-korrigélt

t tesztet hasznédltunk. Nem normal eloszlast mutaté két csoportot Mann-Whitney
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U teszttel, tobbet Kruskal-Wallis teszttel hasonlitottunk 0Ossze, utébbit Dunn
poszt-teszttel kiegészitve.

E/[A] gorbék esetében az Osszehasonlitds targyai az E.. , 10gECsy és n
értékek voltak. Az ECs, logaritmdlasara azért volt sziikség, hogy az adatok
normdl eloszlasuva valjanak és (ha megfelelnek minden fent részletezett
feltételnek) parametrikus statisztikai probaval vizsgéalhatok legyenek.

A szamitott Ado és CPA koncentraciok esetében kétféle atlagot képeztiik:
(1.) vettiik az individudlis koncentraciok szamtani kozepét; (2.) eldszor vettiik az
alapadatok szdmtani kozepét €s azokbdl szamoltunk koncentraciét. A statisztikai
elemzés sordan az individudlis koncentraciok datlagit hasonlitottuk Ossze, az
atlagolt alapadatokbdl nyert koncentraciokat pedig illusztracioként hasznaltuk,
mivel az elOzetes 4dtlagolds ellensulyozza a bioldgiai variabilitds €s a mérési
hibak zavar6 hatasat.

A klasszikus moédszerrel és az RRM-mel szamolt Ado koncentracidkat
kétutas ANOVA-val is 6sszehasonlitottuk.

A véletlen oki szerepét p<0.05 esetén vetettiik el.
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EREDMENYEK

AZ ADENOZINRA ADOTT INOTROP VALASZ

A kordbbi megfigyeléseknek megfelelden, az Ado koncentraciofiiggden
csokkentette mind az eu-, mind a hyperthyreoid pitvarok kontrakcios erejét.

Az in vivo kezeletlen csoportok illetve az azonos in vivo kezelési
alcsoportok Ado-ra adott valasza nem kiilonbozott szignifikdnsan egymastol a
jelen értekezésben feldolgozott két vizsgalat egyikében sem. Ez a csoportositas
megfeleld randomizacidjat mutatja.

A T, kezelés szignifikdnsan csokkentette az Ado-ra adott inotrop valaszt.

A CPA-RA ADOTT INOTROP VALASZ

A kordbbi megfigyeléseknek megfeleloen, a CPA koncentraciofiiggd
modon csokkentette mind az S, mind a T, kezelt pitvarok kontrakcids erejét.

A T, kezelés szignifikdnsan csokkentette a CPA-ra adott inotrop vélaszt.

Az in vivo kezeletlen pitvarokon a DP és az NBTI szignifikansan €s
hasonl6 mértékben csokkentette a CPA-ra adott valaszt.

A T, kezelt pitvarokon az NBTI erdteljesebben csokkentette a CPA-ra
adott valaszt, mint az S kezelteken. Az ADA szignifikdnsan mérsékelte az NBTI

hatdsat mind az S, mind a T, kezelt prepardtumokon.

A NUKLEOZID TRANSZPORT GATLAS HATASA AZ A,
RECEPTOROK KORNYEZETENEK ADENOZIN-SZINTJERE

Az [Adolisg in vitro Kkezelés hatasara bekovetkezd valtozasanak
jellemzésére két eljarast alkalmaztunk, a klasszikus moddszert és az RRM-et.

ElObbit csak az in vivo kezeletlen pitvarokon kiviteleztiik abbdl a célbdl, hogy a
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kapott eredményeket az RRM eredményeivel Osszehasonlithassuk, mig az
RRM-et alkalmaztuk az in vivo S és T, kezelt pitvarokon is.

A Kklasszikus modszer alapjan az in vitro kezel€s inotrop hatdsabol
szamoltuk ki azt az Ado koncentriciot, amely a szervkddba mérve ekvieffektiv
lenne. Az RRM soran CPA-val kétféle E/[A] gorbét vettiink fel: kontrollt,
amihez hasonlitottunk, és azt, aminek a kontrolltél valé eltérését egy CPA
koncentricioval (cy) jellemeztiikk. Ez ugy tortént, hogy a kontroll CPA E/[A]
gorbe paramétereit (E.x , ECso , n) beirtuk a koncentricio-meghatarozo
egyenletbe, amelyet aztan a torzult CPA E/[A] gorbe adataira illesztettiink. A
kovetkezd illesztéseket végeztiik el:

(1.) a kontroll csoport atlagolt CPA E/[A] gorbéjének paramétereivel a) a
DP és az NBTI csoportok atlagolt CPA E/[A] gOrbe adataira, valamint b) a DP
és az NBTI csoportok individudlis CPA E/[A] gorbe adataira (@ tablazat);

(2.) az S kontroll alcsoport 4tlagolt CPA E/[A] gorbéjének paramétereivel
a) az S & NBTI és az S & ADA+NBTI alcsoportok dtlagolt CPA E/[A] gorbe
adataira, valamint b) az S & NBTI és az S & ADA+NBTI alcsoportok
individudlis CPA E/[A] gorbe adataira (S tablazat);

(3.) a T, kontroll alcsoport atlagolt CPA E/[A] gorbéjének paramétereivel
a) a T, & NBTI és a T, & ADA+NBTI alcsoportok atlagolt CPA E/[A] gorbe
adataira, valamint b) a T, & NBTI és a T, & ADA+NBTI alcsoportok
individualis CPA E/[A] gorbe adataira (T, tablazat).

Jollehet az in vivo kezeletlen pitvarokon nem volt statisztikailag
szignifikans differencia az eltér0 modszerrel kapott eredmények kozott, a
kiilonbség figyelemre méltéan nagyobb volt a DP csoportban (@ tdbldzat: Atlag
1 értékek). Szignifikdns kiilonbség mutatkozott viszont az eltérd in vitro
kezelésti csoportok azon Ado koncentracidi kozott, amelyeket a klasszikus
médszerrel kaptunk (p<0.01) (@ tablazat: Atlag 1 értékek). Az eltérés oka
(source of variation) a kétutas ANOVA szerint a két NT inhibitor kozotti

kiilonbség (p=0.034) és nem a modszerek kiilonbsége (p=0.88).
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[0 DP NBTI

Atlag 1 Atlag 2 Atlag 1 Atlag 2

RRM [CPA] (nM) 162 +3.7 16.1 253+9.2 20.4

RRM [Ado] (uM) 323 +125 25.5 58 £28.6 36.9

87.6 +31.8
K [Ado] (uM) 9.8+3.7 7.5 =z 40

S NBTI ADA+NBTI

Atlag 1 Atlag 2 Atlag 1 Atlag 2

RRM [CPA] (nM) 188+3 18.5 79+19 7.8

T, NBTI ADA+NBTI
Atlag 1 Atlag 2 Atlag 1 Atlag 2

0, S és T, tablazatok. Az A, receptorkdzeli [Ado]isg valtozasat jellemzd, RRM-
mel meghatdrozott CPA koncentracidk (cy); a ¢, -ekbdl a Langmuir-Hill egyenlettel
szamitott Ado koncentraciok; valamint a klasszikus moddszerrel szamolt Ado
koncentraciok. A vizsgalt csoportok és alcsoportok in vivo kezelését a tablazatok bal
fels6 sarkaban jeleztiik (@, S, Ty), az in vitro kezelést pedig a tdbldzatok felsé sordban
tiintettiik fel.

Az ,RRM [CPA] (nM)” kezdetli sorok az [Ado]isr valtozasaval ekvieffektiv CPA
koncentracidkat (c,) tartalmazzdk (nM-ban), mig az ezekbdl a Langmuir-Hill
egyenlettel atszamitott Ado-szinteket az ,,RRM [Ado] (uM)” kezdetii sorok adjak meg
(uM-ban). A ,,K [Ado] (uM)” kezdeti sor a klasszikus mddszerrel meghatdrozott Ado
koncentriciékat mutatja (uM-ban). Atlag 1: a meghatdrozott individuélis értékek
szamtani kozepe = SEM. Atlag 2: az elézetesen 4tlagolt kiinduldsi adatokbol
meghatarozott értékek.

A statisztikai szignifikancia-szintek a kovetkezd Osszehasonlitdsokra vonatkoznak:
az NBTI és a DP csoportok azonos koncentracidbecslé mddszeren beliil (*); az S és a
T, kezelt alcsoportok azonos in vitro kezelésen beliil (T); az NBTI és az ADA+NBTI
alcsoportok azonos in vivo kezelésen belill (#). Egy szimbdlum: p<0.05 ; két
szimb6lum: p<0.01 .
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Az in vivo kezelt pitvarok esetében a T, & NBTI alcsoport cy
koncentracioinak d4tlaga 2.5-szerese volt az S & NBTI alcsoportbeli cy
koncentréacidk dtlaganak (p<0.05) (S és T, tabldzatok: Atlag 1 értékek). Ezzel
Osszhangban alakultak az atlagolt CPA E/[A] gorbékbdl meghatarozott c,
koncentraciok is: a T4 & NBTI alcsoportban meghatéarozott ¢, masfélszerese volt
az S & NBTI alcsoport c, értékének (S és T, tablazatok: Atlag 2 értékek).
Amennyiben NBTI mellett egyidejlileg ADA is jelen volt, a kapott c, értékek
lényegesen kisebbek voltak (S és T, tabldzatok: Atlag 1 és Atlag 2 értékek), bar
ez csak a T, kezelt pitvarok esetében volt statisztikailag szignifikdns (p<0.05) (S
és T, tablazatok: Atlag 1 értékek).

16



MEGBESZELES

A sziv Ado receptorai koziil legtobbet kutatott A; receptorok
jellegzetessége, hogy nagy dozisu teljes agonista jelenlétében is csak lassan
deszenzitizdlodnak. Ez azt jelenti, hogy az Ado receptorok szdmara
hozzaférhetd agonistdk koncentricigjanak akar tartés megvaltoztatasa is
hosszantartoan képes az Ado receptorok, koztiikk az A, receptorok mikodésére
hatni, ami perspektivit ad az adenozinerg agonistdk és érzékenyitok
(sensitizerek), illetve az Ado szdveti eloszlasat befolyasold szerek kutatisanak.

Az interstitium Ado kindlata nagy jelentdségli a szivizom ischaemidval
szembeni védekezOképessége szempontjabol. Az interstitialis Ado elsdsorban
sejtfelszini Ado receptorok ingerlésével fejti védd hatasiat. Az Ado receptorok
koziil napjainkra a legtobb bizonyiték az A; receptorok kardioprotektiv
funkcigjat tdmasztja ald, de a pontos mechanizmus a mérési korlatok és az
egymdsnak részben ellentmond6 eredmények miatt részleteiben nem tisztazott.
A cardialis [Ado]isg becslésére jelenleg elfogadott modszerekkel kapott értékek
skédldja azonban hidrom nagysagrendre terjed ki €s er0sen fiigg az alkalmazott
méromaddszertdl, ami 4j eljaras kidolgozdsanak sziikségességét mutatja.

Régota ismert, hogy jol oxigenalt szivizomban a NT gatlasa fokozza mind
az endogén, mind az exogén Ado hatdsait. A direkt [Ado]isg mérés nagyfoku
modszerfiiggése miatt a NT gatlok hatdsa is nehezen itélhetd meg, kiilondsen a
myocardialis A; receptorok kornyezetében, ami milkodd szivben nehezen

megkozelithetd szoveti kompartment.

Az in vivo kezelés nélkiili dllatokon végzett kisérletek sordn az [Ado]isk
valtozasat NT gatl6 DP és NBTI hatdsara két modszerrel jellemeztiik: a
klasszikus modszerrel €s az RRM-mel, mely utébbinak ez a vizsgdlat volt az
elso felhasznaldsa. A klasszikus modszerrel valo meghatarozdast azért végeztiik

el, hogy annak eredménye az RRM szdmara Osszehasonlitasi alapot jelentsen.
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Mind a DP, mind az NBTI szignifikdnsan csokkentette a tengerimalac bal
pitvarok CPA-ra adott vélaszat. A nem nukleozid szerkezetli DP €s a nukleozid
analog NBTI kozos tulajdonsidga, hogy hatékonyan gatoljdk az ENTI1 tipusu
membrandlis Ado carriereket. Mivel metabolikusan intakt szivben az Ado eredd
aramlisa az interstitium feldl a sejtek belsejébe torténik, a DP €s az NBTI
hatdsat a CPA-ra adott valaszra a NT gatldas miatti [Ado]isg emelkedésnek
tulajdonithatjuk. A felszaporodé interstitialis Ado ugyanis a myocardialis A,
receptorok ingerlésével negativ inotrop hatast fejt ki, ami altal ,,elhasznalja” az
A, receptorok negativ inotrop kapacitisdnak egy részét, igy az ezt kdvetOen
felvett CPA E/[A] gorbe deprimalt lesz.

Az RRM-mel kapott becslés szerint 10 uM DP illetve NBTI hatdsara az
[Ado];sr megemelkedett az izolélt tengerimalac bal pitvarokban, a tobblet Ado
koncentraci6 az A; receptorok mikrokdrnyezetében 16.1 nM illetve 20.4 nM
CPA-val volt ekvieffektiv. A kapott c, ért€kek egyediildlléak abban a
tekintetben, hogy a bomlékony Ado szintjének NT gatlas okozta véltozasat az
A, receptorok kornyezetében, vagyis egy olyan szdveti kompartmentben
jellemzik, amely nagy jelent0ségli a sziv hypoxidhoz valé adapticidja
szempontjabol, ugyanakkor mas médszerrel nehezen kozelithetd meg.

Mivel az RRM-mel kapott ¢, értékeink CPA koncentraciok, kozvetleniil
nem vethetOk 0ssze sem irodalmi adatokkal, sem a klasszikus mdodszerrel kapott
Ado koncentracidkkal. Ez okbdl Ado E/[A] gorbe paraméterek bevonasaval a
16.1 nM illetve 20.4 nM CPA-t 25.5 uM illetve 36.9 uM Ado-ra szamoltuk at. A
bevezetésben részletezett okokbol kifolyolag azonban ezek az Ado
koncentraciock nem az [Ado]isg novekedését mutatjadk, hanem azokat a
szervkadbeli exogén Ado-szinteket, amelyek a pitvarszovet A; receptorai
kozelében a kérdéses [Ado]isg novekedést létre tudjak hozni. Mivel a
szivizomban az exogén Ado gyorsan eliminalodik, a szervkadbeli és a
receptorkdzeli Ado koncentracidk kozott feltehetoen jelentds kiilonbség alakul

ki (az A; receptorkozeli [Ado]isg egy diffuzid, transzport és eliminicio altal
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létrehozott dinamikus egyensuly eredménye). Ebbdl kovetkezoen a CPA szintek
atszamitdsa Ado koncentraciokkd ugyanazt a hibat viszi be az eredményekbe,
mint a klasszikus modszer. Ezaltal az RRM CPA szintjeinek Ado szintekre val6
atszamitdsa az irodalmi Osszehasonlitdst ugyan nem teszi lehetdové, viszont
megengedi a klasszikus moddszerrel kapott Ado koncentraciokkal vald
Osszevetést.

Az NT gatlas okozta [Ado]isg novekedést jellemzd Ado koncentracidok
elemzése szerint az eredmények variabilitisdnak hatterében az NT blokkerek
kiillonbozosége all (DP vs. NBTI) és nem a két moddszer kozotti kiilonbség
(klasszikus moédszer vs. RRM). Ebbdl az a kovetkeztetés vonhat6 le, hogy a
CPA alkalmazasa az RRM sordn nem torzitotta 1ényegesen az [Ado]isk
valtozasanak jellemzését, ami aldtdmasztja kiinduldsi hipotézisiinket. A
klasszikus modszer sordn ugyanis nem haszndltunk fel mdést, csak a NT
inhibitorok negativ inotrop hatasét, intakt Ado E/[A] gorbe paramétereket és a
Langmuir-Hill egyenletet.

Az in vivo kezeletlen A4llatokon végzett kisérleteinkb0l az aldbbi
kovetkeztetéseket vontuk le: (1.) Eltér6 agonistik esetén az RRM relativ
mutatokat eredményez, de a nagyobb relativ mutaté mindig a meghatdrozand6
agonista nagyobb ekvieffektiv koncentriciojat jelzi. A megbizhatdsag érdekében
bomlékony (vagy mds okbol nehezen mérhetd) agonista esetében sokszor
érdemes lemondani az abszolut koncentracidvaltozas meghatiarozasarol és
relativ jellemzot haszndlni. Tovabba, (2.) az NBTI alkalmasabb az NT inhibicié

hatdsainak tanulményozasdhoz, mint a kevésbé szelektiv DP.

Az in vivo kezelt éllatokon az [Ado]isg NT gatlas hatdsdra 1étrejovo
valtozasat hasonlitottuk 6ssze eu- illetve hyperthyreoid pitvarizomzaton. E16z0
kisérleteink kovetkeztetéseinek megfelelden az [Ado]isg valtozdsat az RRM
segitségével jellemeztiik a CPA-ra adott inotrop vélasz valtozdsa alapjan, NT

inhibitornak pedig a szelektiv ENT1 gatl6 NBTI-t hasznaltuk.
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Az NBTI minden pitvaron csokkentette a CPA-ra adott valaszt. Mivel az
NBTI szelektiv ENTI1 inhibitor, a CPA hatdsanak csokkenéséért, legalabbis
részben, a felszaporod¢ interstitialis Ado-t tehetjiik felelossé. Ez arra utal, hogy
a hyperthyreosis nem valtoztatja meg a NT euthyreoid éllapotban megfigyelt
irdnyat tengerimalac pitvaron. MegerOsitve azt a feltételezésiinket, hogy az
NBTI negativ inotrop hatasaért extracellularis Ado felhalmozodas a felelds, a
beadott ADA csokkentette az NBTI hatdsat a CPA-ra adott vélaszra. A
fentiekkel 6sszhangban alakultak az RRM-mel meghatarozott c, értékek is.

A ¢, -ek értelmezése eldtt végig kell gondolnunk, hogy a hyperthyreosis
megvaltoztatja az Ado tobb enzimének és transzporterének aktivitasiat. Mivel
ezuttal nem haszndltunk fel Ado E/[A] gorbe adatokat az RRM-hez, a CPA
sorsédt pedig nem befolyédsoljdk a vértelen pitvarszovet enzimei €s transzporterei,
a CPA E/[A] gorbék az A; receptorok funkciondlis dllapotat tiikkrozték.
Hyperthyreoid éllapotban ugyanakkor csokken maga az A; receptorfunkcio is.
Ez sem hamisitotta meg azonban az eu- €és a hyperthyreoid dllapot RRM-mel
torténo Osszehasonlitdsat, mert az NBTI illetve ADA+NBTI kezelt alcsoportokat
az azonos in vivo kezelt kontrollokhoz hasonlitottuk. Az A; receptorfunkci6
thyreoid hormon-fiiggd sajatossdgai benne foglaltatnak ugyanis a kontroll
pitvarok CPA E/[A] gorbéinek E,.. , EC5y és n paramétereiben, amelyek a
koncentraci6-meghatirozo egyenletben az alapéllapotot definialtik.

A NT gatlas okozta tobblet [Ado]isg CPA ekvivalense mintegy dupldja
volt a hyperthyreoid pitvarokon (37 nM), mint az euthyreoidokon (18.5 nM). Ez
azt sugallja, hogy (gatolatlan allapotban) az intracellularis tér felé iranyulo,
ENT1-en keresztiilli Ado transzport intenzitdsa n6 a T, kezelés hatdsara a jol
oxigendlt tengerimalac pitvarszovetben. A fokozott NT hozzdjarulhat az Ado és
a hozza hasonléan erételjesen transzportdldédé Ado anal6gok hyperthyreota
szivben tapasztalt csokkent hatdsdhoz azzal, hogy csokkenti az esélyét az Ado és

az extracelluléris kotohelyli Ado receptorok kapcsolddasanak.
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Az ENT1-en keresztiili Ado influx fokozddasat elméletileg a kovetkezo
valtozasok okozhatjdk hyperthyreosisban: (1.) nagyobb extracelluldris Ado
termeld enzim-aktivitds; (2.) nagyobb intracelluldris Ado elimindlé (bont6
és/vagy Ujrahasznositd) enzim-aktivitds; (3.) az ENTI1 nagyobb részvétele a
teljes NT-ban. Akdrmi is a pontos mechanizmus, eredménylink szerint a
thyreoid hormonok nem forditjadk meg az Ado befelé mutatd hajtéerejét. Ezt a
befelé mutat6 hajtderdt elméletileg az ENT1-ével ellenkezo irdnyu transzportot
medialé koncentrativ carrierek i1s erosithetnék, erre vonatkozé adatot azonban
nem talaltunk a szakirodalomban. Mi tobb, az altalanosan elfogadott alldspont
szerint a cardiomyocytdkon kizar6lag ekvilibrativ nukleozid carrier, azon beliil
1s ENTI1 talalhat6. Vagyis, hyperthyreota szivben a megtartott vagy
megnodvekedett Ado-ra vonatkoz6 befelé mutatd hajtderot feltehetden megtartott
vagy megnovekedett nettd interstitialis Ado termelés hozza 1étre.

In vivo S illetve T, kezelt tengerimalac bal pitvaron végzett kisérleteink
tehat arra utalnak, hogy: (1.) Hyperthyreoid myocardiumban az ENT1 gatldsa
nagyobb interstitialis Ado akkumuldciét okoz, mint euthyreoid viszonyok
kozott. (2.) Ennek hatterét illetden arra kovetkeztettiink, hogy a T, nem
valtoztatja meg a NT nett6 irdnyat, sot a hyperthyreoid pitvari
cardiomyocytdkon (gétolatlan allapotban) fokozodik befelé iranyuld, ENT1-en
keresztiili Ado transzport. (3.) Az RRM evidenciét szolgéltatott arra, hogy NT
blokad sordn az A, receptorok fokozottan stimuldlt dllapotban vannak mind az
eu-, mind a hyperthyreoid pitvarokon, ugyanakkor ez az aktivici6 nagyobb
mértékll a hyperthyreoid preparatumokon. Mivel az A, receptorok és az dltaluk
inicialt folyamatok a legtobb specieszen (koztiik tengerimalacban és emberben
1s) lényeges részei a sziv ischaemids és hypoxids karosoddsokkal szembeni
védekezésének, az NT gatlok elOrelathatdlag fontos szerepet kapnak majd a

hyperthyreota sziven folytatott tovabbi vizsgalatokban is.
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OSSZEFOGLALAS

Munkéank sordn az [Ado]isg NT gatlds okozta valtozasdnak jellemzésére
két mddszert hasonlitottunk 0ssze: algebrai szamitést a klasszikus Langmuir-Hill
egyenlet alapjan, valamint regresszidanalizist a Langmuir-Hill egyenletbdl
levezetett koncentracio-meghatarozd egyenlettel (,,receptorial responsiveness
method”: RRM). Vizsgalataink szerint az RRM lehetdvé teszi valamely agonista
receptorkdzeli koncentraciovaltozasidnak jellemzését azokban az esetekben is,
amikor az agonista bomlékonysdga miatt a Langmuir-Hill egyenlet erre nem
hasznédlhatd. Ennek elsOsorban akkor van jelentosége, ha az adott agonista
koncentraciojat az agonista receptorat tartalmazd kompartmentben mas
modszerrel nehéz pontosan meghatdrozni. Vagyis, egy bomlékony agonista
kozvetleniil gyakorlatilag mérhetetlen receptorkdzeli koncentraciovaltozasit egy
olyan stabil agonista ekvieffektiv koncentracioival jellemezhetjiik, amely azonos
(vagy nagyon hasonld) szignaltranszdukcidji, mint a bomlékony agonista.

Az RRM dltal szolgdltatott jellemzd segitségével eltérd enzim- illetve
transzporter-aktivitasu szovetek bomlékony agonistdinak koncentraciovaltozasai
is 0sszehasonlithatéak. Ismert, hogy hyperthyreoid szivben megvéltozik egy sor
Ado specifikus enzim és carrier aktivitisa. Mivel ezek a valtozasok alig érintik a
relative stabil CPA elimindcidjat vérmentes pitvarszoveten, a NT gatlds okozta
[Ado]isg valtozdst megbizhatéan kvantifikdlja a CPA RRM segitségével
meghatdrozott ekvieffektiv koncentracidja (cs). FEredményeink szerint
hyperthyreoid pitvarokon az NT gatlds mintegy 2-2.5-szeres ¢, ndvekedést okoz
az euthyreoid pitvarokhoz képest, ami az [Ado]isgp nagyobb mértékii novekedését
mutatja hyperthyreoid pitvaron NT gatlo jelenlétében. Ez arra utal, hogy a
hyperthyreosis nem véltoztatja meg a NT fizioldgias irdnyat, sot a hyperthyreoid
allapotra fokozott intracellularis tér felé iranyulé NT jellemzd az euthyreoid

viszonyokhoz képest.
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