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ROVIDITESEK

AC = adenilciklaz

A receptor = A; adenozin receptor

ADA = adenozin dezaminaz

Ado = adenozin

[Ado]isr = az interstitialis folyadék Ado koncentracidja
ADP = adenozin-5’-difoszfat

AMP = adenozin-5’-monofoszfat

ARA-A = 9-beta-D-arabinofuranosid ()

ATP = adenozin-5’-trifoszfat

AV = atrioventricularis

cAMP = 3’,5’-ciklikus adenozin monofoszfat
CF = coformycin

cGMP = 3°,5’-ciklikus guanozin monofoszfat
ClAdo = 2-chloroadenosine

CPA = N°-cyclopentyladenosine

CPX = DPCPX

DAdo = 2 -dezoxiadenozin (2 -deoxyadenosine)
DCF = 2’-deoxycoformycin

DP = dipyridamol (dipyridamole)

DPCPX = 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine
E/[A] = koncentracio-hatas

EHNA = erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenine
ENTI1 = ekvilibrativ és nitrobenzylthioinosine-nal gatolhaté nukleozid transzporter
Kachado = muszkarin-aktivalt K™ csatorna

Lea = L-tipusa Ca®* csatorna

M = mol/l

MC = metakolin (acetyl- B-methylcoline)

NBTI = S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine
NECA = 5'-(N-ethylcarboxamido)adenosine
NO = nitrogénmonoxid

NT = szarkolemmalis nukleozid transzport

PDE = 3’,5’-ciklikus nukleotid foszfodiészteraz



PDE, = c¢cGMP-stimulalt 3°,5’-ciklikus nukleotid foszfodiészteraz

PDE; = cGMP-gatolt 3°,5’-ciklikus nukleotid foszfodiészteraz

PLB = foszfolamban

8-PT = 8-fenilteofillin (8-phenyl-theophylline)

RIA = radioimmunoassay

R-PIA = (R)-N°(1-methyl-2-phenylethyl)adenosine

RRM = receptorialis valaszkészség mddszer (receptorial responsiveness method)
Ts = L-trijodtironin

T4 = L-tiroxin (L-tetrajodtironin)

S = a T4 olddszere (,,szolvens”)

SD = standard deviacid

SEM = standard hiba (standard error of the mean)

SAH = S-(5’-adenozil)-L-homocisztein

SR = szarkoplazmatikus retikulum /izomsejtbeli SER (simafelszinli endoplazmatikus
retikulum)/

SERCA = SR Ca*"-ATP-az (SR Ca”"-pumpa)

VERA = verapamil



BEVEZETES

Az adenozin (Ado) receptorok (Ai, Aza, Azp, Az) szerepe az é€lettani €és a patologias
szabalyozasban az elmult néhany évtized soran egyre nyilvanvalobba valt. Korvonalazodtak
egy olyan atfog6 elméletnek az alapjai, amely szerint az endogén Ado altal kivaltott bioldgiai
valaszok gyakorlatilag minden sejtféleség funkcionalis aktivitasat alapvetden determinaljak.
Egyre kidolgozottabba valik az Ado receptorok teoéridja és mind ismertebbé valnak azok a
jelatviteli mechanizmusok is, amelyek a receptoraktivacio altal kivaltott effektusokat
kozvetitik. Viszonylag kevés ismeretiink van azonban arrél, hogy miként befolyasolja az Ado
myocardialis ¢és vascularis hatasait a metabolikus €és hormondlis kornyezet, hogyan
moduladlédnak a purinerg effektusok az endokrin és parakrin kapcsolatok révén.
Feltételezhetd, hogy az Ado, mint erds cardiovascularis aktivitdssal rendelkezd endogén
anyag, a célsejteken nem izolaltan fejti ki hatasat, hanem részét képezi egy olyan komplex
szabalyozasi folyamatnak, amelynek révén a sziv munkaizomzatanak ¢és ingerképzo
sejtjeinek, valamint az ér simaizomnak a valtozd koriilményekhez vald alkalmazkodésa
megvalosul.

A tiroxin (T4) ill. annak aktiv metabolitja, a trijodtironin (T3), a cardiovascularis
rendszer vonatkozasaban szamottevd hatdsokkal rendelkezik. A hyperthyreosis jol ismert
sziv- €s érrendszeri tlineteinek hatterében jelenlegi ismereteink szerint a trijodtironin magi
receptorainak aktivalodasa kovetkeztében létrejovd biokémiai valtozasok allnak (a miozin
nehéz lancok izoformainak kodolasaért felelés gének regulacidja, a miozin Ca®'-ATP-azt
kodolod gének upregulécioja, a foszfolamban mRNS expresszidjanak befolydsolasa, stb.).

Ismeretes, hogy a tiroxin eldokezelés mélyrehatd valtozasokat idéz el a szervezet
kiilonb6z6 receptoraiban. Ennek a regulacionak klasszikus példdja az a sajatos hatas, amely az
adrenerg a- és B-receptorok szintjén jatszodik le. A hyperthyreosis az o-adrenerg receptorok
denzitdsat csokkenti, mig a [-adrenerg receptorsiiriiséget jelentés moédon novelte. Ez a
klasszikus nézet az utobbi években csupan annyit valtozott, hogy bizonyos altipus
szelektivitast mutattak ki a regulacioban. A vizsgalatok szerint pl. T4 kezelt patkanyokban az
aia €és oyp receptorszdm csokkenése mellett az op receptorszam fokozodasat irtdk le.
Hasonl6 a helyzet a [-adrenerg receptorok vonatkozasdban is. Itt is differencialt
szabalyozasrdl van szd, miszerint a T4 kezelés soran a [3;-receptorok upregulacidja kdvetkezik
be, mig a B,-receptorok szdma nem valtozik vagy éppen csokken.

Mindemellett kimutattdk, hogy a T4 fokozott jelenléte csokkenti a myocardialis



muszkarin receptorok szamat, tovabba fokozza a szerotonin és a tromboxan altal kivaltott

vascularis kontrakciokat.

PROBLEMAFELVETES ES CELKITUZESEK

Kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre abban a vonatkozasban, hogy miként
befolyasolja a T4 tartos jelenléte a cardiovascularis Ado receptorokat. Voltak olyan korabbi
jelzések, hogy a hypothyreosis erdsiti az Ado-nak az izolalt zsirsejtek adenilciklazara kifejtett
gatlo hatdsat, de a szivizom ¢és az ér simaizom Ado receptorait illeten csak szerény
szakirodalmi adatokra tdmaszkodhatunk. Kisérleteink soran négy, egymadssal Osszefliggd

témat vizsgaltunk izolalt, elektromosan ingerelt tengerimalac pitvarizomzaton:

crer

kozos célpontjai a thyreoid hormonok és az Ado kontrakcids erére konvergald hatdsainak.
Ennek ellenére az adenozinerg mechanizmusokat a hyperthyreosis patogenézisében nem
vizsgaltdk olyan mértékben, mint azt a téma jelentésége megkivannd. Az intracellularis
tdmadaspontu adenozinerg mechanizmusok kutatdsa ezen belill is elhanyagolt teriiletnek
szamit, mivel hat4saikat altalaban elfedi a sejtfelszini Ado receptorok funkcidjanak
markansabb megnyilvanulasa. A korabbi vizsgalatok azonban arra utalnak, hogy koéros
koriilmények kozott (pl. hypoxidban) az intracellularis mechanizmusok fokozott jelentdségre
tehetnek szert. Célunk annak eldontése volt, hogy az extracellularis Ado receptorok mellett az
intracellularis Ado kotohelyek részvétele az adenozinerg hatasokban valtozik-e a tartds Ty

expozicio altal teremtett milidben.

2. Az eldbbi felvetéshez kapcsolodva dsszehasonlitottuk a szoveti Ado mennyiségét és
eloszlasat eltérden befolyasold nukleozid transzport (NT) inhibitorok €s adenozin dezaminaz
(ADA) bénitok hatasat eu- illetve hyperthyreoid pitvarizomzaton. Az NT inhibitorok
megfeleld oxigén-ellatasu szivben ndvelik a sejten kiviili és csokkentik a sejten beliili Ado
koncentraciot, ezzel parhuzamosan emelik a teljes Ado mennyiséget a szovetben. Az ADA
mert itt az ADA csak intracellularisan fordul el6. Az NT és az ADA inhibitorok hatdsanak
Osszehasonlitdsival tehat az intracellularis Ado koncentracid jelentdségét kivantuk vizsgélni

az eltérd thyreoid statusza pitvarokon.



3. A ¢cGMP-stimulalt 3°,5’- ciklikus nukleotid foszfodiészteraz (PDE,;) EHNA altali
gatlasa ndvelte az L-tipusu Ca®" dramot emberi sziven, patkiny myocardiumon viszont nem.
A PDE, gatlas hatdsat tengerimalac pitvari munkaizomsejteken még nem vizsgaltak, a PDE;
gatlas inotropiara gyakorolt befolyasat pedig egy speciesen sem hataroztadk meg. Célunk olyan
kisérleti elrendezés kidolgozdsa volt, amelyben a PDE, inotrop hatdsa megitélhetd, ¢s

eldonthetd az is, hogy azt a tartos T, kezelés befolyasolja-e.

4. Az Ado metabolizmusanak ¢és kompartmentalizaciojanak érzékeny dinamikéja
kovetkeztében az [Ado]isp-t igen tag, harom nagysagrendet feldleld intervallumban
hatdrozzak meg a jelenleg elfogadott mérémodszerekkel (1. tablazat). Ezzel 6sszhangban a
mért [Ado]isp-valtozdsok is nagymértékben modszerfiiggdk (1. tablazat), ami megneheziti az
[Ado]isp-t valtoztatd anyagok (pl. NT gatlok) hatdsanak kvantitativ elemzését. Célunk olyan
modszer kidolgozasa volt, amely alkalmas A; receptor agonistak koncentraciovaltozasanak
megbizhatd becslésére a receptor mikrokdrnyezetében a Langmuir-Hill egyenletben rogzitett
Osszefliggés alapjan. Ehhez E/A gorbe felvételére van sziikség a vizsgalt szoveten. Az Ado-
nal felvehetd E/A gorbék azonban erdsen fliggenek a vizsgalt szdvet nukleozid
transzportereinek és Ado-t metabolizald enzimeinek funkcionalis allapotatol, mivel a gorbe
felvételéhez beadott Ado tetemes hanyada eliminalodik, mire eléri a receptorat. A modszer
kidolgozasa soran tehat szempont volt, hogy a modszer segitségével az A receptor agonistak
koncentraciovaltozasa a szovet hormonalis statuszatol fiiggetleniil legyen megitélhetd, ami
altal lehetdség nyilik a [Ado]isy valtozasainak Osszehasonlitasara (pl. NT gatld hatdséara) az

euthyreoid illetve hyperthyreoid sziv kozatt.



ANYAGOK ES MODSZEREK

ANYAGOK

A kovetkez vegyiileteket hasznaltuk: adenozin (Ado); 2 -dezoxiadenozin (DAdo); 9-
B-D-arabinofuranozid (ARA-A); N6—Cyclopenty1adenosine (CPA); (R)—N6—(1—methyl—2—
phenylethyl)adenosine (R-PIA); 2-chloroadenosine (ClAdo); 5'-(N-
ethylcarboxamido)adenosine (NECA); acetyl- B-methylcoline chloride (MC); (+)-verapamil
(VERA); erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenine hydrochloride (EHNA); S-(2-hydroxy-5-
nitrobenzyl)-6-thioinosine (NBTI); kantaridin; ciklopiazonsav; dipyridamol (DP); coformycin
(CF); L-tiroxin (T4) (Sigma, St. Louis).

KISERLETI ALLATOK

Kisérleteinket 400-700 g testtomegili tengerimalacokbol nyert bal pitvarokon végeztiik.
Az allatok tartasa, elokezelése és feldolgozasa Osszhangban volt a Debreceni Egyetem

Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak Etikai Kodexében megfogalmazottakkal.

TIROXIN KEZELES

A T4 kezelt allatok 330 pg/testtomeg kg L-tiroxint (Na so, -4H,0) kaptak naponta
egyszer intraperitonedlisan, mig az oldoszeres (S) csoport allatai a T, oldoszerét kaptak
ugyanolyan moddon (in vivo kezelés). A kezelés 8 napig tartott, az allatok felhasznaldsa a 9.
napon tortént. Az allatok thyreoid stdtuszanak megitélése testtomegiik és rectalis

hémérsékletiik alapjan tortént.

A T3 ES T MEGHATAROZASA

A thyreoid allapot verifikéldsa érdekében az allatok felhaszndlasakor nyert vérbol
centrifugaldssal szérummintdkat készitettiink, amelyekbdl T; és T4 meghatirozas tortént
radioimmunoassay (RIA) modszerrel.

A Tj illetve T4 szérumkoncentracidja a T4 kezelésii allatokon 3.1 (+0.4) illetve >280
nM volt, mig az S kezelésti allatokon <0.38 illetve 32.7 (£2.9) nM (szignifikéns

kiilonbségek), a T4 kezelés tehat eredményes volt.



ADENOZIN DEZAMINAZ AKTIVITAS MEGHATAROZASA INTAKT PITVARI
SZOVETEKEN

Rogler-Brown ¢és mtsai (1978) intakt vorosvértestekre és Sarcoma 180 sejtekre
kidolgozott metodikajanak intakt myocardiumra kidolgozott modositdsaval széveti ADA
aktivitast hatdroztunk meg a CF gatld hatasdnak megitélésére.

A kontroll pitvarokat Krebs oldatban, a CF kezelt pitvarokat pedig 8 uM CF-t
tartalmazd Krebs oldatban inkubdltuk 50 percig (in vitro koriilmények kozott a CF
irreverzibilis ADA inhibitor). Ezutan valamennyi pitvar tapoldatdit 1 mM Ado-t tartalmazo
Krebs oldatra cseréltiik. 10 percig tartd expozicid utdn ezt az oldatot ledntottiik és
ammoniatartalmat Kingsley és Tager (1970) modszerével hatdroztuk meg. A tapoldat 0.5 ml-
ét Osszeraztuk 0.5 ml DOWEX AG 50 W-X4 gyantdnak ammoniamentes bidesztillalt vizzel
készitett szuszpenzidjaval, majd 5 perc allds utan dekantaltunk és a gyantat 3x10 ml desztillalt
vizzel mostuk. A vak érték meghatarozasahoz normal Krebs oldatot hasznaltunk, amelyet a
probéaval azonos kezelésnek vetettiink ald. A mosott gyantdhoz 1.5 ml fenol reagenst (5 g
kristalyos fenol és 25 ml nitroprusszid natrium 500 ml desztillalt vizben oldva) és 1.5 ml
M NaOH oldatban oldva) adtuk, majd 37 °C-on 30 percig szervfiirdében inkubaltuk. A mintak
extinkcigjat a vakkal torténd nullazas utin BECKMAN M2400 tipust spektrofotométeren 640
nm-nél olvastuk le. Az ammoniatartalmat standard ammoéniumszulfat (141.5 g/100ml
majd az izmok nedves sulyanak lemérése utdn meghataroztuk az 1 g szivizom altal 1 perc
alatt leadott ammoénia mennyiségét. Agarwal (1980) alapjan egységnyi aktivitastinak
tekintettiik az ADA azon mennyiségét, amely 1 uM Ado-t 1 perc alatt bont ammonidva ¢€s
inozinna. Esetlinkben az aktivitasokat 1 g nedves stlyra vonatkoztattuk. Az ammonia
felszabadulas legalabb 20 percen keresztiil linearisnak bizonyult Ado jelenlétében.

A fenti mérést elvégeztilk Ado-mentes tapoldatba helyezett pitvarokon is. A pitvarok
az Ado-mentes pufferbe csak elhanyagolhaté mennyiségli ammoniat adtak le (0.03 +- 0.02

E/g), amelyre az Ado jelenlétében meghatarozott értékeket korrigaltuk.



A KONTRAKTILITASI PARAMETEREK MEGHATAROZASA ELEKTROMOSAN
INGERELT PITVARKESZITMENYEKEN

A szivizom kontraktilitasat a tengerimalacokbol nyert bal pitvari preparatumokon
végeztiik. A tengerimalacokat éter narkozisban tarkdcsapassal boditottuk, majd a mellkas
feltarasa utan a sziveket gyorsan eltavolitottuk és 10 mN feszités mellett 10 cm’ firtartalmu,
vertikalis kiképzésii szervfiirdd rendszerben (TSZ-04, Experimetria, Budapest) fiiggesztettiik
fel, amelyet 37 °C-on termosztaltunk. Szervfiirdéként normal Krebs oldatot alkalmaztunk,
amelynek Osszetétele a kovetkez6 volt (mM): NaCl: 118; KCI: 4.7; CaCl,: 2.5; NaH,PO4: 1;
MgCly: 1.2; NaHCOs: 24.9; D-gliikkéz: 11.5; acidum ascorbicum: 0.1 (bidesztillalt vizben
oldva). A tapoldatot 95% O, és 5% CO; elegyével oxigenizaltuk az ekvilibracids periddus
folyaman, ezaltal az oldat pH-ja 7.4-re allt be. A preparatumok egyik végét plexihoroghoz, a
masik végét izometrids mechano-elektromos atalakitd (SG-01 D, Experimetria, Budapest)
érzékeldjéhez rogzitettiik.

Az ingerlést pontszertien kiképzett platina elektrodokon keresztiil programozhato
elektrostimulatorral (ST-02, Experimetria, Budapest) végeztiik. Az ingerlési alapfrekvencia 3
Hz volt. Az ingerlést 1 ms impulzus-szélesség mellett masfélszeres kiiszobfesziiltséggel
végeztiik. A kontrakciokkal aranyos elektromos jelet 6 csatornas poligrafon (BR-61, Medicor,
Budapest) rogzitettiik. A preparatumokat 40-60 percen keresztiil inkubaltuk normal Krebs
oldatban, mialatt a kontraktilitdsi paraméterek stabilizalodtak. A vegyiiletek alkalmazasa
ebben az egyensulyi allapotban tortént. A E/[A] gorbék felvételét Van Rossum (1963)
kumulativ modszere szerint végeztiik. A vizsgalat soran az izometrikus kontrakciokat

regisztraltunk, melyeknek az amplitaddjat hasznaltuk fel, mint kontrakcios erot.
IN VIVO ELEKTROFIZIOLOGIAI VIZSGALAT ALTATOTT ALLATON
A tengerimalacokat 30 mg/kg i.p. pentobarbitadl narkézisban elektromosan szigetelt

vizsgaldpadra rogzitettiik, majd az allatok végtagjain subcutan tlielektrodakat helyeztiink el. A

standard végtagi elvezetéseket haromcsatornds, hdirés EKG késziilékkel regisztraltuk.
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PROTOKOLLOK

Az elsé E/[A] gorbe

Az ingerlés megkezdésétdl szamitva 50 percig a pitvarok Krebs pufferben
inkubalddtak. Inkubécio soran (itt és minden mas alkalommal is) a szervkadak oldatat 15-20
percenként cseréltiik (mosas). Ezalatt a pitvarokat random mddon az adott protokoll (I1d.: In
vitro kezelés és tovabbi E/[A] gorbék) altal megkivant alcsoportok egyikébe soroltuk.

Ezutan (stabil nyugalmi kontrakcids erd esetén) Ado-nal kumulativ E/[A] gorbét
vettliink fel valamennyi alcsoportban. A hatas bedlltat az adott dozis beadasa utan kialakuld
legkisebb kontrakcios erd jelezte (3. dbra).

Az elsé E/[A] gorbe kétféleképpen keriilhetett felhasznaldsra attdl fiiggden, hogy a
masodik E/[A] gorbe milyen agonistdval lett felvéve. Ha Ado-nal, akkor az elsd annak
kontroll gorbéje volt (6nkontrollos kisérlet), ha CPA-val, metakolinnal (MC) vagy
verapamillal (VERA), akkor csak az adatfeldolgozasba valé bevalasztasi kritériumok
teljesiilését itéltilk meg a rajta, illetve a preparatumok ,,edzését” szolgalta. Ilyenkor kiilon

kontroll alcsoport szolgaltatta a kontroll adatokat az in vitro kezelés hatdsdnak megitéléséhez.

In vitro Kkezelés és tovabbi E/[A] gorbék

Az elsé E/[A] gorbe felvételét kovetd mosas utan 50 perces inkubacidt végeztiink a
gorbét vettiink fel, néhany vizsgalatban ezt mosas és ijabb in vitro kezelés + harmadik E/[A]
gorbe kovette. A kiértékelések soran az elsd és a masodik E/[A] gorbe kiindulési kontrakcios

erejét, tovabba a E/[A] gorbék adatait hasznaltuk fel.

ADATFELDOLGOZAS

A kontrakcios erore vonatkozé adatok feldolgozasa

Egy preparatum intakt kontrakcios erejét elsé E/[A] gorbéjének kiindulasi kontrakcids
erejeként hatadroztuk meg. Az in vitro kezelés hatdsara kialakult kontrakcios erét az intakt
kontrakcios erd szazalékdban fejeztiik ki a kezeléshez haszndlt szer inotrop hatdsdnak

jellemzésére.
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A koncentracio-hatas gorbék feldolgozasa
Egy c agonistakoncentracio hatdsanak (E) a kiindulési kontrakcios erd (Fo) szazalékos

csOkkenését tekintettiik (F. a kialakuld legkisebb kontrakcids erd c jelenlétében):

A E/[A] gorbe pontjaira a Langmuir-Hill egyenletet illesztettiik:

ny

E=FE

max

"+ ECy

ahol: ¢ az agonista koncentracidja; E a hatas c-nél; E,,, az adott agonistaval kivalthatd
maximalis hatds; ECsy a félhatasos koncentracid, ennek reciproka a hatékonysag (,,potency”),
negativ 10-es alapu logaritmusa (-1gECsg) pedig a pD»; ny a Hill koefficiens (,,slope”).

Az egyes preparatumok valaszkészségét az agonistaval szemben E/[A] gorbéik Epy,
ECso és npy paramétereivel jellemeztiik, ezeket a paramétereket hasznaltuk fel késébb a

statisztikai elemzéshez €s a ,,koncentracio-meghatarozo” egyenlethez (1d.: Eredmények).

Statisztikai feldolgozas

Normal eloszlast és homogén variancidkat mutatd két csoport esetén kétoldalu
kétmintas Student-féle t tesztet (Onkontrollos esetben parositottat, egyébként parositatlant)
készitettlink, kettdnél tobb csoportra egyutas varianciaanalizist (ANOVA) végeztiink, melyet
Newman-Keuls poszt-teszt kovetett. Ha két normal eloszlasu csoport varianciai kiilonbdzdek
voltak, Welch-korrigdlt t tesztet hasznaltunk. Nem normal eloszlast mutaté két csoportot
Mann-Whitney U teszttel, tobbet Kruskal-Wallis teszttel hasonlitottunk ssze, utébbit Dunn
poszt-teszttel kiegészitve. Az in vivo €s az in vitro kezelés interakcidjat kétutas ANOVA-val
vizsgaltuk. A ,koncentraci6-meghataroz6” egyenlet illesztésével kapott
koncentraciobecsléseket, ha azok normal eloszlast mutattak, egymintas Student-féle t teszttel
hasonlitottuk 6ssze az altalunk bemért (ismert) koncentraciokkal, nem normal eloszlas esetén

pedig Wilcoxon teszttel. A véletlen oki szerepét p < 0.05 esetén vetettiik el.
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EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A disszertaciomban ismertetett kisérleteim fobb megallapitasai a kovetkezok:

A./ Az extracellularis és intracelluliris adenozin kotéhelyek aktivalhatésaganak

valtozasa T4 kezelt tengerimalacok pitvaran

Extracellularis adenozin receptor agonistak

1. A 8 napos T4 kezelés soran a kisérleti allatok thyreotoxicus allapota a kovetkezd
valtozasokkal volt jellemezhetd: testtomegesokkenés, rektalis hdmérséklet-emelkedés,
a szivfrekvencia fokozodasa, a szérum T4 €s Ts koncentracié nagyfoku novekedése, a
bal pitvar/testtomeg arany fokozodasa.

2. Az S és a T4 kezelt tengerimalacokbo6l szdrmazo, elektromosan ingerelt (3 Hz, 1 ms,
kétszeres kiiszobfesziiltség) pitvarkészitményeken az Ado (0,01 puM - 1mM)
koncentracio-fliggd modon, de differencialtan csokkentette az izometrids kontrakcios
erét. Mig a kontroll Ado E/[A] gorbék pD; értéke 4,94 + 0,09 (n = 26) volt, addig a
T4 kezelés utan ez az érték 4,08 + 0,08-ra csokkent (p < 0,01), jelezve az agonista
hataserdsségének mintegy 8-szoros csokkenését. T4 hatdsara a maximalis hatas (Enax)
is jelentds mértékben csokkent.

3. Hasonl6 jelenséget figyeltiink meg az A, receptorok specifikus agonistaival, a CPA-
val és az R-PIA-val is, amikor erdteljes hatasgyengiilés volt tapasztalhatd T4 kezelés
utdn. A CPA-ra és az R-PIA-ra vonatkoz6 kontroll pD, értékek 7.74 £+ 0.09 illetve
7.14 + 0.08, mig a T4 kezelt pitvarokon mért értékek 6.75 = 0.11 illetve 6.25 + 0.19
voltak. A hatékonysag csokkenése tehat mintegy 10 illetve 8-szoros volt (p <0.01). A
pD; értékek csokkenését jelentds mértékli Eyax depresszio is kisérte.

4. A kevésbé specifikus A; receptor agonista ClAdo (kisfoku A, receptor agonista hatés)
esetében a kontroll pD, 7.17 £ 0.16 volt, mig 8 napos T4 kezelés utan ez 6.29 + 0.16-ra
moédosult (p < 0.01). A hataserdsség csokkenése 8-szoros. Az E . szintén csokkent.

5. Az Ay és az A, receptorokat kozel hasonld mértékben aktivalo NECA esetén aTy
hataséara az el6bbiekhez képest kisebb eltolodas alakult ki az E/[A] gorbékben. Az S
kezelt pitvarokon a NECA-ra vonatkoz6 pD, érték 7.72 + 0.07, mig a T4 kezeltekre
szamitott pD; érték 7.26 £ 0.18 volt. A hatékonysag csokkenése csupan 3-szoros (p <
0.05). Az Ex redukcioja viszont itt is kifejezett.
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Intracellularis P-site agonistak

1.

A kisérletek soran intracelluldris P-site agonistaként a Dado-t és az ARA-A-t
alkalmaztuk, amely vegyiiletek esetében megallapithaté volt, hogy a P-site hatés
kritériumainak kisérleti rendszeriinkben megfelelnek: (a) hatasukat a metilxantin (8-
PT) jelenléte nem befolyasolta, (b) inotrop effektusuk az adenilcikldz forskolinnal
tortént aktivacidja utan fokozodott, (c) a membrandlis purin transzport rendszer
specifikus blokadja (NBTI) a vegyiiletek hatasat jelentdsen csokkentette.

A DAdo és az ARA-A pitvarizomzaton kisfoku, de koncentracio-fiiggd negativ
inotrop hatast fejtett ki, amely hatasok in vivo T4 elokezelés utan csékkentek. A DAdo
hatését jellemz6 -logEC,s euthyreoid pitvarokon 3.05 £ 0.12 volt, mig hyperthyreoid
pitvarokon 2.60 + 0.09-re csokkent. Ehhez hasonloan az ARA-A hatdsa is mintegy
harmadrészére gyengiilt a T4 kezelés kovetkeztében.

Az Ado (extracellularis Ado receptor és P-site agonista) hatdsat az S kezelt pitvarokon
a CF csak kismértékben potencidlta: a szamitott pD, értékek alapjan az Ado
hatékonysaga mintegy kétszeresére nott. A T4 kezelt pitvarokon viszont CF
jelenlétében az Ado hatékonysadga nagymértékben fokozddott, a szenzitizalddas
mintegy 10-szeres.

Az extracellularis AR receptor hatdsok kizarasa céljabol kisérleteket végeztiink 10 uM
8-PT jelenlétében. Ilyen koriilmények kdzott kontroll pitvarokon a CF mar mintegy 7-
szeresére fokozta a hatékonysagot (szemben a 8-PT jelenléte nélkiili 2-szeres
hatasfokozodassal). A T4 kezelés utdn a haté¢konysag 16-szorosara nétt (szemben a 8-
PT jelenléte nélkiil mért 10-szeres hatasfokozodassal).

Elektromosan ingerelt, olddszerrel kezelt pitvarkészitményeken a DAdo mérsékelt
kontraktilitas csokkentd hatast produkalt, mig az ADA CF-el torténd bénitasa utan a
hatds mintegy 24-szeresére fokozodott. A T4 kezelt pitvarokon a DAdo a 8 uM CF-el
tortént inkubéacid meglepden intenziv, 765-szeres (!) hatdsfokozodast eredményezett.
Tendencigjat tekintve hasonld eredményeket értiink el ARA-A-val, a masik P-site
agonistaval is. Itt kontroll preparatumokon 3-szoros, mig a T4 kezelt pitvarokon 12-

szeres hatasfokozodast tapasztaltunk a szamitott EC,s értékek alapjan.
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7. A két P-site agonista hatdsanak befolyasolhatosaga szempontjabol a potencialas
jellege azonos volt akkor is, ha a CF helyett egy masik, nem-specifikus ADA gatld
szert, az EHNA-t (10 uM) hasznaltuk.

Kovetkeztetések

A disszertacioban részletezett kisérletek soran megallapitottuk, hogy a T4 kezelés a
pDy és Enax értékekkel jellemezheté Ado receptor valaszokat jelentdsen csokkenti. Hasonlo
jelenséget figyeltiink meg a NT rendszer és az ADA szubsztratjait nem képezd szintetikus
Ado analdgok esetében is (CPA, ClAdo, R-PIA, NECA), amelyek extracellularis Ado
receptor tdmadasponttal rendelkeznek. Mivel a kisérleteinkben alkalmazott tengerimalac
pitvarizomzat A, receptor hordoz6 szdvet, a szintetikus Ado analogokkal kapott eredmények
alapjan feltételezhetd, hogy a hatdsok — legalabbis részben - ezen receptorok szintjén
manifesztalodnak.

Az Ado pitvarizomzaton nemcsak extracellularis A; receptorokon fejti ki
kardiodepressziv hatasat, hanem aktivalja az intracellularis, az adenilciklaz belso felszinére
lokalizalodo un. P-kotéhelyeket is, ezért megkiilonboztetett figyelemmel vizsgéltuk, hogy
ezen kotbhelyek esetleges moduldcidja vajon szerepet jatszik-e a T4-nek az Ado-ra adott
valaszt befolydsolé hatasaban. Ismeretes, hogy a CF az intracellularis ADA specifikus
gatloszere, ezért ezt a vegyiiletet, ill. a nem-specifikus ADA gatl6 EHNA-t alkalmaztuk
kisérleteinkben az intracellularis Ado enzimatikus bomldsdnak megakadéalyozéasara. Irodalmi
adatok alapjan bizonyitott, hogy a tengerimalac pitvar nem tartalmaz extracellularis ADA-t,
igy az ADA specifikus gatloszerrel torténd bénitdsa primer moédon az intracellularis Ado
allatokbol szarmazd pitvaroknal ADA gatlds utan az Ado hatds erdteljes potencialddasa
kovetkezik be. Ez a jelenség felveti, hogy a T, kezelés fokozhatja a szivizomrostokban az
ADA aktivitasat, amelynek kovetkeztében az Ado hatdsanak intracellularis komponense
jelentdsen lecsokken, de egyidejiileg a P-site-ok szamanak ndvekedése vagy érzékenységének
fokozodasa kovetkezik be. Ez a jelenség feltehetden csak az ADA aktivitas teljes gatlasa utan
manifesztalodik. A jelenség specifikusabb megkozelitése érdekében a két szelektiv P-site
agonistaval, a DAdo-val és az ARA-A-val végeztiink kisérleteket (amelyek extracellularis
hatasokat nem fejtenek ki). Azt tapasztaltuk, hogy a vegyliletek negativ inotrop hatasa T4
kezelés utan jelentésen csokken, s6t a DAdo esetében a klasszikus farmakoldgidban

"Umkehr"-effektusként ismert jelenséghez hasonldan inverz kontraktilitdsfokozodas fejlodik
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ki. Coformycin hatidsara a szelektiv P-kotéhely aktivatorokra adott fiziologias valasz
jelentésen fokozodik, de ez a potencidlds dramai méreteket Olt T4 kezelt pitvarokon.
Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az altalunk felvetett mindkét lehetdség fennallhat, tehat
a fokozott ADA aktivitas mellett P-site upregulacioval is szamolhatunk.

Figyelemreméltonak tartjuk azt a megfigyelésiinket, hogy az extracellularis
receptorhatasok ¢és az intracellularis P-site effektusok kozott érdekes Osszefiiggés all fenn. Ez
abban 4ll, hogy ha az Ado hatasat ADA gatlo CF jelenlétében vizsgaltuk, akkor S kezelt
pitvarokon 2-szeres hatasfokozodast kaptunk. Az extracellularis hatdsok 8-PT-vel torténd
gatlasa utan ez 8-szorosara fokozodott. Feltételezhetd, hogy az extracellularis Ado receptorok
¢s az intracellularis P-site k6zott negativ kooperaci6 all fenn.

Jelen Kkisérleteink alapjdan még nem dontheték el, hogy mi lehet a szerepe
hyperthyreosisban az intracellularis P-site viselkedésének. Kiemelendd viszont, hogy T,
kezelés utan befolyasolatlan ADA aktivitas mellett a P-site agonista hatdsok redukalddnak, de
az ADA gatlasa utan jelentdsen fokozddnak. Mivel korabban kimutattuk, hogy bizonyos
patologias koriilmények kozott (pl. hypoxia) az intracellularis ADA aktivitds csokken,

feltételezziik, hogy ennek a jelenségnek komoly jelentdsége lehet.

B./ A nukleozid transzport és az adenozin dezaminaz gatlasa altal kivaltott

valtozasok elemzése hyperthyreoid pitvaron

1. A NT blokkolé DP (3 uM) és NBTI (1 uM), tovabbéa az ADA gatlo EHNA (10 uM) és
CF (8 uM) egyarant potenciroztdk az Ado hatasat mind az S, mind a T4 kezelt
pitvarokon. Az NT gatlok jelentés pD, csokkenést produkaltak (amit a E/[A] gorbe
nagyfoku balra tolddasa jelez), az E.-ot viszont alig befolyasoltak. Ezzel szemben az
ADA inhibitorok, ha kisebb mértékben is, de szignifikansan csdkkentették a pD»-t,
ugyanakkor jelentésen novelték az Eax-ot.

2. A NT blokkolok esetében az elsd (in vitro kezelés elotti) és a masodik (in vitro kezelés
utani) Ado E/[A] gorbe ECsy értékeinek hanyadosa (,,potency” arany) nem
kiilonbozott szignifikansan az eu- és a hyperthyreoid pitvarok kozott. Ezzel szemben,
ADA gatl6 kezelés esetében a hyperthyreoid pitvarok ,,potency” ardnya szignifikansan
nagyobb volt, mint az euthyreoidoké.

3. A foszfataz (PP1 és PP2A tipus) gatlo kantaridin (0.5 uM) a szignifikancia-szintet el
nem ¢ér0 kisfoka csokkenést hozott létre az Ado hatdsaban. ADA gatld EHNA
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jelenlétében ez a csokkenés statisztikailag szignifikdnssa valt. A kantaridin EHNA
jelenlétében lényegesen nagyobb mértékben gatolta az Ado hatasat a T, kezelt
preparatumokon, mint az S kezelteken.

4. A SERCA gatl6 ciklopiazonsav (20 puM) az EHNA jelenléte ellenére sem befolyasolta
az Ado E/[A] gorbe lefutasat.

Kovetkeztetések

Vizsgalatainkban a NT és az ADA gatlasdnak az Ado negativ inotropidjara kifejtett
hatasat hasonlitottuk Ossze S és T4 kezelt tengerimalac pitvarokon. Az alkalmazott két NT
blokkold, a kevésbé szelektiv DP és az ENTI1 transzporterekre szelektiv NBTI egyarant
hatékonyan csokkentette az Ado E/[A] gbrbe pD, értékét, az E;.x-ot azonban nem
befolyasoltdk szignifikdnsan. Az ADA két gitldja, a kevésbé szelektiv (PDE, inhibitor
mellékhatassal biro) EHNA és az igen szelektiv CF kisebb balratolddast okoztak az Ado
E/[A] gorbéjében, mint a NT blokkerek.

A kiilonbség 1étrehozasaban fontos szerepe lehet annak, hogy mig az NT blokkolok az
[Ado]isr-t novelik és ugyanazon mechanizmus révén az intracelluldris Ado koncentraciot
csokkentik, addig az ADA gatloi kdzvetleniil az intracellularis Ado szintjét novelik, és csak
ezaltal emelik az [Ado]isg-t. Mindez arra utal, hogy elsédlegesen a citoszdl Ado
novekedése (NT gatlas altal) részben eltérd mechanizmussal fejti ki hatdsat az adenozinerg
mechanizmusokra. Ezt a feltételezést tdmogatja, hogy a tobblet T, altal megvaltoztatott
kornyezet az ADA gatlok hatdsat modositotta nagyobb mértékben. Ezt tdmasztja ald az is,
hogy aktiv ADA mellett a foszfataz gatlo kantaridin alig gétolta az Ado negativ inotrop
hatasat (noha az részben foszfatdzok altal medialodik), mig funkcionélisan eliminalt ADA
esetében ez a gatlas latvanyossa valt, kiilondsen hyperthyreoid allapotban. Mivel a SERCA
gatldja, a ciklopiazonsav nem befolyasolta az Ado-ra adott inotrop valaszt, a SERCA-PLB
rendszernek, mint molekuléris effektornak, feltehetden nincs jelentds szerepe tengerimalac bal
pitvaron az adenozinerg valaszban, tovabba az ADA gatlok okozta, jelen vizsgdlatban
megfigyelt valtozasokban sem.

Mindezen eredményeink jo korrelacioba hozhatok a thyreoid status valtozdsa soran
nyert biokémiai vonatkozasu irodalmi adatokkal. Ezek egylittesen jol megvilagitjak az Ado

jelatviteli rendszerének Gsszetett jellegét.

17



C./ A PDE; gatlas modosité hatasa hyperthyreoid pitvaron

1. Az EHNA (egyszerre gatloja az ADA-nak és a cGMP stimulalta foszfodiészteraznak
(PDE,)) PDE; bénit6 hatasa tisztdbban vizsgalhatd, ha ADA rezisztens CPA E/[A]
gorbéjére gyakorolt befolyasaval jellemezziik.

2. A Tskezelés nem valtoztatja meg a tengerimalac pitvar kontrakcids erejét.

3. Az EHNA erdteljesebben potencirozta a CPA negativ inotrop hatasat T, kezelt

pitvarokon, mint S kezelteken.

Kovetkeztetések:

A PDE, gatlas pozitiv inotrop hatasa nehezen itélhetd meg euthyreoid allapotban,
mivel az EHNA, a leggyakrabban alkalmazott szelektiv PDE, inhibitor (a PDE gatlok kozott),
egyben erés ADA gatl6 is, a megemelkedett szoveti Ado-szint cAMP csokkentd hatasa pedig
elfedi a PDE, gatlas cAMP ndveld mikodést. A T4 kezelés fokozta a PDE, gatlas pozitiv
inotrop hatasat, amely szinergiat feltehetéen a thyreoid hormonok és az EHNA L-tipusu Ca®*"
csatornakra konvergald stimuldlo jelatviteli utjai hoztdk 1étre. Az EHNA hatdsdban azonban
nem hagyhatjuk figyelmen kiviil az ADA bénitasat, ami hozzajarulhat a hyperthyreoid
pitvarokon a CPA-ra adott valasz potencirozasdhoz az el6z6é vizsgalatsorozatban felvetett
mechanizmus révén, mely szerint az ADA gatldsa hyperthyreoid pitvarszovetben jobban

fokozza az adenozinerg jelatvitel hatékonysagat, mint S kezeltben.

D./ Az A receptor agonistak koncentraciobecslésének uj lehetosége

1. Matematikai levezetéssel egzakt formaban kifejeztiik azt a kisérletes tapasztalati tényt,
hogy egy eldzetesen bemért agonista egy ugyanazon jeldtvitelli agonistaval felvett
E/[A] gorbét koncentraciofiiggden torzit. Vagyis, a E/[A] gorbe torzulasa alapjan (az
intakt E/[A] kapcsolat ismeretében) az eldzetesen bemért agonista koncentracioja
elvben meghatarozhat6. Erre egy specidlis egyenlet illesztését dolgoztuk ki, mint
modszert (receptoridlis valaszkészség modszer - receptorial responsiveness method -
RRM).

2. A koncentracié-meghatarozas nem igényli a mar korabban jelenlévé és a E/[A] gorbe

felvételéhez hasznalt agonistak egyezését, lehetoséget adva bomlékony agonistak
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crer

E/[A] gorbe segitségével.

Kovetkeztetések:

A receptorialis valaszkészség moddszer (RRM) koncentracio-valtozas becslésére
szolgélo eljaras valamely receptorialis hatds és az intakt allapotot leird Epnax, ECso, np
paraméterek alapjan. Lehetdvé teszi a receptorkozeli koncentracio jellemzését azokban az
esetekben, amikor a hatdéanyag bomlékonysaga miatt a Langmuir-Hill egyenlet erre a célra
nem alkalmas. Vagyis, bomlékony ¢€s erdsen kompartmentalizaléd6é anyagok (pl. Ado) mas
moédon gyakorlatilag mérhetetlen receptorkdzeli koncentraciovaltozasat stabil, jol diffundalo
¢s azonos illetve nagyon hasonlo jelatvitelii szerek (pl. CPA) koncentracidival jellemezhet;iik.
Az RRM segitségével kimutattuk, hogy a T4 kezelés fokozta a NT gatlas [Ado]isr noveld

hatéasat izolalt tengerimalac bal pitvaron.
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ALTALANOS KOVETKEZTETESEK

Egy kutatomunka részleges befejezése egy olyan Osszegzéssel kell, hogy zaruljon,
amely részben meghatarozza a kisérletek sordn nyert adatok beilleszthetdségét egy adott
bioldgiai rendszerbe, tovabba megprobal olyan tavlati célokat is felvazolni, amelynek révén a
kisérleti eredmények soran felvetett problémak tokéletesebb megoldast nyerhetnek.

A jelen disszertacioban vazolt eredmények alapjan megfogalmazhato, hogy a thyreoid
statusz és az adenozin receptorhatds kozott figyelemreméltd Osszefiiggések vannak. A Ty
kezelés tengerimalac pitvarizomzaton egyértelmtien csokkenti az A; receptorvalaszokat,
valamint specidlis koriilmények kozott tettenérhetden (ADA gétlas) fokozza az intracellularis
P-site mechanizmusokat.

Kozismert, hogy a hyperthyreosis tobbek kozott fokozza az adrenerg [-receptor
denzitast, valamint ezen receptorok érzékenységét, ennek Osszes klinikai konzekvencidjaval
egyltt. Ismeretes ugyanakkor az is, hogy az Ado, valamint az extracellularis Ado
receptorokon haté adenozin analégok és P-site aktivatorok csokkentik az AC aktivalasaval
hat6 endogén anyagok (noradrenalin, hisztamin, dopamin, stb.) myocardialis hatdsait. Ha ezen
adatokat Osszevetjiik sajat kisérleti eredményeinkkel, akkor jogosnak latszik az a feltételezés,
hogy a Ty tartés jelenléte egy olyan regulacios folyamatot indit el a myocardialis rostokon,
amelynek eredményeként moédosulnak a catecholamin hatasok.

(1) Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a fol6s T4 hatdsara felgyorsult anyagcserefolyamatok
a szoveti Ado koncentracido emelkedésével jarnak (jelenlegi RRM vizsgalataink is erre
utalnak). Ez az Ado koncentracié novekedés feltehetden mérsékli a catecholaminok p-
adrenerg hatésait. (2) A T4 jelenléte adataink szerint csokkenti az Ado-ra adott valaszt, tehat
joggal feltételezhetd, hogy ez a catecholaminok B-adrenerg hatasat erdsiti, hiszen kiesik —
vagy legalabbis mérséklddik — az endogén Ado gétld hatdsa. Ilyen moédon a T4 egyrészt
végrehajtja a mar ismert [-adrenerg receptor upregulaciét, masrészt a [-receptor
szenzitizaciot. Kisérleteink alapjan feltételezziik, hogy ebben az érzékenységfokozddasban a
csokkent Ado valaszkészségnek szerepe lehet. (3) Irodalmi adatok szerint a P-site agonistak is
rendelkeznek catecholamin hatast gatlo effektussal, tehat elképzelésiink szerint az altalunk
feltételezett P-site upregulacid abban az esetben fogja csokkenteni a catecholamin hatast,
amikor a hyperthyreosis miatt bekévetkezd fokozott szivimiikodés inkongruenciat teremt a
sziv oxigénellatasa és oxigénfogyasztasa kozott. Mivel munkacsoportunk korabbi eredményei
szerint a hypoxia jelentésen csokkenti az ADA aktivitadsat, ez azt eredményezheti, hogy a

hypoxias koriilmények kozott felszaporodd Ado az intracellularis kotdhelyek aktivalasaval

20



(azaz az AC gatlasaval) csokkenti a tilméretezett B-adrenerg stimulaciot.

Amennyiben ez a feltételezéslink igaznak bizonyulna, akkor ez az adenozinerg
mechanizmus megfelel6 alapot adna a T4 szivhatdsainak, kiilonésen a [-adrenerg
receptorokon medidlodo cardialis hatdsok értelmezéséhez.

Ennek az elképzelésiinknek a tovabbi vizsgalata hatdrozza meg jovobeli kutatasi
céljainkat, hogy ezaltal ennek az érdekes ¢és mindmaig kelloképpen nem tisztazott
problémanak a megolddsdhoz — a megfeleld6 modern biokémiai és molekularis biologiai

technikdk igénybevételével — kdzelebb kertiljiink.
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