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Tudni: az ész rovid, az akarat gyenge.
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1. Roviditések

AC = adenilciklaz

A receptor = Ay adenozin receptor

ADA = adenozin dezaminaz

Ado = adenozin

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

AMP = adenozin-5’-monofoszfat

ATP = adenozin-5-trifoszfat

cAMP = 3’,5'-ciklikus adenozin monofoszfat
cGMP = 3',5-ciklikus guanozin monofoszfat
CPA = N°®-cyclopentyladenosine

DP = dipiridamol (dipyridamole)

E/[A] = koncentracio-hatas

ENT1 = ekvilibrativ és nitrobenzylthioinosine-nal gatolhaté nukleozid transzporter
Kachado = muszkarin-aktivalt K* csatorna

Lca = L-tipust Ca®* csatorna

M = moél/

NBTI = S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine
NT = szarkolemmalis nukleozid transzport

PDE = 3’,5-ciklikus nukleotid foszfodiészteraz
PLB = foszfolamban

RRM = receptorial responsiveness method

T3 = L-3,5,3'-trij6d-tironin

T4 = L-tiroxin (L-3,5,3’,5'-tetrajod-tironin)

S = a T4 oldoszere (,szolvens”)

SD = standard deviécio

SEM = standard hiba (standard error of the mean)
SAH = S-(5’-adenozil)-L-homocisztein

SER = simafelszini endoplazmatikus retikulum

SR = szarkoplazmatikus retikulum (izomsejtbeli SER)
SERCA = SR Ca?-ATP-az (SR Ca®*-pumpa)



2. Bevezetés

A fejlett orszagokban a daganatos betegségek mellett a sziv- és érrendszeri
betegségek jelentik a legnagyobb kihivast a varhato élettartam és az életmindség
szempontjabdl. A sziv ischaemiaval szembeni védekez6képességének fokozasa
vilagszerte a kutatas élvonaldban van. Ide tartozik a szivben az adenozin mediélta

protektiv folyamatok befolyasolasa is.

2.1. Az adenozin és az adenozin receptorok

Az adenozin (Ado) adeninbdl és rib6zbdl allé prekurzora és egyben

bomlasterméke az él6 szervezet legfontosabb primer

NH, energiataroldé molekuldjanak, az ATP-nek (1. &bra). Az
- . Ado jelentéségét ezen tulmenéen az adja, hogy az
T ‘ \> egész szervezetre kiterjedd szabalyozo funkciéval
\\N N rendelkezik a sejt- és szdveti szintli ndvekedésben,
HO differenciadlodasban és metabolizmusban. Akut
o excessziv keletkezése az ATP reszintézis zavarat
jelenti, tehat az adott szovet sériilésének illetve
H H kimerulésének jelz6je. Ezzel 6sszhangban az Ado
OH HO részt vesz protektiv és reparativ funkcidk
1. 4bra. Adenozin medialasaban is (6sszefoglaléként Id.: Fredholm és

mtsai, 2001; Headrick és mtsai, 2003; Linden, 2005).
Az Ado hatasai dontéen specifikus receptorok kdzvetitésével jbnnek létre,
melyeket régebben P4 purinerg receptoroknak hivtak (Burnstock, 1978).
Napjainkban, érvényesitve azt az elvet, hogy a receptorokat lehetbleg legnagyobb
affinitasu fiziol6gias ligandjukrél nevezzék el, Ado receptoroknak hivjak 6ket
(Fredholm és mtsai, 2001).

A Nemzetkdzi Farmakologiai Tarsasag (IUPHAR) jelenleg négy Ado
receptor altipust tart nyilvan, az A4, Aza, Asg €s As receptorokat, melyekhez
szelektiv agonistak és antagonistak alinak rendelkezésre (6sszefoglaloként Id.:
Alexander és mtsai, 2001; Fredholm és mtsai, 2001). A szakirodalomban fellelheté



még egy 6tddik altipus, az A4 (Cornfield és mtsai, 1992), am ezt eddig még nem
sikerult klonozni (6sszefoglaloként Id.: Sommerschild és Kirkebgen, 2000;

Hutchinson és Scammells, 2004).

2.2. Az adenozin keletkezése, eliminacioja és transzportja

Fiziologias kérilmények kdzo6tt az Ado mind az extra-, mind az
intracellularis térben folyamatosan termelédik és eliminalodik.

Az extracellularis keletkezésl Ado a sejtekbdl kijutott adenin nukleotidok
(ATP, ADP, AMP, cAMP) katabolitja, a folyamat sebesség-meghatarozé Iépése az
ekto-nukleotidazok (féleg az ekto-5’-nukleotidaz (CD73) és az ekto-apiraz (CD39))
altal katalizalt AMP - Ado atalakulas.

Intracellularisan az Ado zéme szintén AMP-bél keletkezik, f6leg endo-5’-
nukleotidaz, kisebb mennyiségben alkalikus foszfatazok révén. Az AMP
energetikailag intakt kdriilmények kdzott csak kisebb részben bomlik Ado-ra,
nagyobb részét az AMP-dezaminaz inozin-monofoszfatta (IMP) alakitja, amely
inozinna defoszforiladlodik. Hypoxiaban viszont az AMP bontdsa az Ado
keletkezésének irdnyaban tolodik el. Az Ado egy kisebb mennyiségét az S-
adenozil-homocisztein-hidrolaz (SAH-hidrolaz) allitja elé S-adenozil-
homociszteinbdl (SAH). A SAH-hidrolaz altal termelt Ado zéme az enzimhez kotott
allapotban marad és intracellularis Ado raktarat képez.

Az interstitialis Ado eliminacidja harom uton térténhet: kimosédas a
keringéssel, extracellularis Ado dezaminaz (ADA) altali bontas és membranalis
szamottevd lehet, az extracellularis ADA altali bontas viszont alarendelt
jelent6séqu, tengerimalac szivben példaul nem is kell vele szamolni az ADA
kizarélagos intracellularis el6fordulasa miatt (Schutz és mtsai, 1981). A szivben az
extracelluléris Ado-t elsésorban a vasculatura endotheliuma, masodsorban a
cardiomyocytak veszik fel.

Intracellularisan az Ado részben AMP-vé alakul az Ado kinaz
k6zremikddésével, részben az intracellularis ADA inozinna dezaminalja. A

szivben kildondsen aktiv dezaminalas zajlik az endotheliumban. (A fentieket



részletesen Id.: Sommerschild és Kirkebgen, 2000; Deussen, 2000a; Fredholm és
mtsai, 2001; Headrick és mtsai, 2003; Linden, 2005.)

A sejtek membranjaban két tipusu, ekvilibrativ (diffaziét facilitdlo; ENT) és
koncentrativ (aktiv transzportra képes; CNT) nukleozid transzporter fordulhat el
(6sszefoglaloként Id.: Thorn és Jarvis, 1996). A szivben déntéen, a
cardiomyocytakon (az altalanosan elfogadott allaspont szerint) kizardlag ENT
talalhatd, azon belil is ENT1, ami ekvilibrativ és nitrobenzylthicinosine (NBTI)
szenzitiv (Conant és Jarvis, 1994). Kévetkezésképp, noha a sziv a rajta athaladé
vérbdl koncentracié-gradiens ellenében is képes Ado-t felvenni (Dekanski és
mtsai, 2004), a cardiomyocytdkon a nukleozid transzport (NT) iranyat és
intenzitasat elsédlegesen a membran két oldala k6z6tti Ado koncentracié-gradiens
szabja meg (Deussen és mtsai, 1999).

Osszhangban azzal, hogy a sejtekben intenzivebb anyagcsere folyik, mint
az interstitiumban, a brutt6 intracellularis Ado produkcié mintegy tizszerese a
brutté interstitialisnak. Az erételjes sejten bellli Ado Ujrahasznositasnak
készénhetéen azonban a szivizomra nettod intracellularis Ado eliminacié és netté
interstitialis Ado termelés a jellemz8. Ennek megfeleléen a transzmembranalis NT
a sejt belseje felé irdnyul (Deussen és mtsai, 1999). Hypoxidban ugyanakkor az
Ado kinaz gatlodik (az ADA aktivitasa is csdkken; Szentmiklosi és mtsai, 1983),
ami jelentds intracellularis Ado felhalmoz6dast okozva megforditjia a NT-ot. Ez a
mechanizmus a normoxidban Ado fogyaszté cardiomyocytdkat hypoxiadban Ado
termel6kké valtoztatja. Ezzel 6sszhangban megfelelé oxigén- és tdpanyagellatas
mellett a NT blokadja fokozza az Ado sejtfelszini receptorokon keresztil
medial6do hatasait (6sszefoglaldként Id.: Deussen, 2000a, 2000b; De Jong és
mtsai, 2000), de nagyfoku ischaemiaban ez gatlasba fordul at, mivel az Ado
kijutasa akadalyozddik a sejtekbdl (Schreieck és Richardt, 1999).

Ischaemidban emellett az intracellularis acidézis hatékonyan gatolja az
endo-5’-nukleotidazt is (Bak és Ingwall, 1998), ami mérsékli (de nem akadalyozza
meg) az Ado kinaz gatolt allapota miatti tébblet Ado-termelést. Az Ado kinaz és az
endo-5’-nukleotidaz aktivitdsanak egytittes szuppresszidja ered6 hatasaban
egyrészt csOkkenti az ischaemias myocardium energiaigényét, masrészt emeli a
szdveti Ado-szintet, amely beinditja a sziv protektiv és reparativ adenozinerg
folyamatait, harmadrészt pedig védi a sejtek AMP készletét, ami a reperfuzid
soran gyorsabb ATP reszintézist tesz lehetévé (Headrick és mtsai, 2003).



Az intenziv és szabdlyozott enzim- illetve transzporttevékenység
kdvetkeztében az Ado rovid féléletideji és er6sen kompartmentalizalt molekula,
melynek mennyisége a sejtek energetikai egyensulyat felborité zavar esetén mind
extra-, mind intracellularisan megnd, s ezzel protektiv folyamatokat indit be
(6sszefoglalokent Id.: Deussen, 2000a, 2000b; Fredholm és mtsai, 2001; Headrick
és mtsai, 2003).

2.3. Az adenozin interstitialis koncentraciojanak mérése

Az Ado a szivben két tAmadasponttal képes inicialni az ischaemias-
hypoxias inzultusokkal szembeni védekezést: egyrészt sejtfelszini Ado
receptorokon keresztll, masrészt intracellularisan (Un. metabolikus hatas). Mivel a
kardioprotektiv hatasért elsésorban a sejtfelszini Ado receptorok, féleg az Ay,
kisebb részben az A; altipus aktivitasa felel6s (Peart és mtsai, 2003), kitlintetett
kiilébnb6z6 behatasok soran az ebben beallé valtozasoknak. Jelenleg tébbféle
mdbdszert hasznalnak a mikodd szivben kézvetlenlil nem mérhetd [Ado]isr
becslésére. Az 1. tablazat ragcsalokon végzett mérések eredményeit szemlélteti,
a kapott értékek extrém tag, a nanomolaristél a mikromolarisig terjed6
tartomanyban mozognak.

A legmagasabb bazalis [Ado]isF értékeket a myocardialis interstitium
mikrodializisével (160 nM - 2.8 uM), illetve az endocardidlis ,well” technikaval (3.6
- 4.6 uM) nyerték. (A ,well” por6zus falu korong vagy zacské, amelynek
folyadéktartalma a meghatarozandé szdvettel szoros kontaktusba helyezve annak
interstitialis folyadékaval ekvilibralodik a permeabilis anyagokra nézve. Ezek
koncentracidit a ,well” folyadékdban lemérve kdvetkeztetni lehet a szbveti
koncentracidkra.)

A pericardialis transzudatumbdl és az epicardialis ,well” folyadékabdl
meghatarozott bazalis [Ado]ise 100 - 400 nM kéz6tt mozog. Az epicardialis és az
endocardialis értékek figyelemremélto, egy nagysagrendnyi transzmuralis [Ado]isr
kilénbséget mutatnak (Zhu és mtsai, 1991; Zhu és mtsai, 1992; Id.: 1. tablazat). A
bazalis [Ado]isr legalacsonyabb becsl(lt értékeit (tengerimalacon 2.6 - 25 nM,



kutyan 92 - 220 nM kdz6tt) az un. ,axially distributed modeling” segitségével
hataroztdk meg, ami az arteriovendzus Ado koncentraciokulénbség, a hematokrit
€s a coronaria-perfuzié alapjan végzett 6sszetett szamitas (Kroll és Stepp, 1996;
Stepp és mtsai, 1996). Ezzel a modszerrel korabbi kisérletek adataibdl is lehet
becslést tenni (Bassingthwaighte, 1992). A kilénbdz6 eljarassal meghatarozott
[Ado]isk értékek skalaja harom nagysagrendet (!) élel fel (1. tablazat). Ez a
valtozatossag feltehetéen egyrészt az egyes modszerek altal okozott szdveti
sériilések eltéré mértékére, masrészt a mintavétel sordn megcélzott széveti

kompartmentek eltéré voltara vezethetb vissza.

Becslés myocardialis interstitiumbdl mintavételezett folyadék alapjan

Mikrodializis perfuzatum

160 nM; in vitro patkany; Ninomiya és mtsai, 2002
270 nM; in vivo patkany; Headrick, 1996

400-500 nM; in vitro patkany; Harrison és mtsai, 1998
470 nM; in vitro patkany; Van Wylen és mtsai, 1992
2.8 uM; in vivo patkany; Obata és mtsai, 2001

Peri- vagy epicardialis transzudatum, infuzatum, illetve ,well” tartalma

=100-250 nM; in vitro patkany; Perlini és mtsai, 1998

180 nM; in vitro tengerimalac; Decking és mtsai, 1988

191 nM; in vitro tengerimalac; Mohrman és Heller, 1990

300 nM; in vitro tengerimalac; Zhu és mtsai, 1991 (endocardialis ,well” médszerrel viszont: 3.6 uM)
327 nM; in vitro tengerimalac; Zhu és mtsai, 1992 (endocardialis ,well” mddszerrel viszont: 4.6 uM)

Becslés a nagyvérkori arterialis és coronaria-vénas Ado szintek alapjan

2.6-9.4 nM; in vitro tengerimalac; Gorman és mtsai, 1991
6.8 nM; in vitro tengerimalac; Wangler és mtsai, 1989
20-25 nM; in vitro tengerimalac; Kroll és mtsai, 1992

34 nM; in vitro tengerimalac; Deussen és mtsai, 1999
(6sszefoglaloként Id.: Bassingthwaighte, 1992)

1. tablazat. Szemelvény az irodalomban talalhaté [Ado]sr értékekbdl, melyeket jelenleg is
elfogadott és alkalmazott médszerekkel hataroztak meg tengerimalac és patkany szivben. A
koncentraciok a sorok elején a bazalis [Ado]se értékei. Az in vitro és in vivo megjelblések a
vizsgalat jellegét mutatjak; nM: nmol/l; uM: pmol/l.

Metabolikusan intakt szivben nett6é extracellularis Ado termelés és ezzel
Osszefliggéen nettd intracellularis Ado eliminacidé van, ezért a transzmembranalis
NT gatlasa néveli az [Ado]ise-t (Deussen, 2000a, 2000b). A bazalis [Ado]ise



értékek nagy szérasaval 6sszhangban, az [Ado]ise ndvekedése ENT1-gatld
dipiridamol (DP) illetve NBTI jelenlétében szintén elég széles tartoményban

mozog, az alkalmazott modszer fliggvényében (2. tablazat).

Becslés a peri- vagy epicardialis transzudatum, illetve ,,well” tartalma alapjan
180 nM; DP (0.1 uM): =1 uM; A[Ado];sr: 820 nM; Decking és mtsai, 1988
191 nM; DP (10 uM): 2 uM; A[Ado]ise: 1.8 pM; Mohrman és Heller, 1990

Becslés a nagyvérkori arterialis és coronaria-vénas Ado szintek alapjan

6.8 nM; DP (10 uM): 191 nM; A[Ado]isr: 184.2 nM; Wangler és mtsai, 1989
34 nM; NBTI (10 pM): 94 nM; A[Ado]ise: 60 nM; Deussen és mtsai, 1999

2. tablazat. A bazalis [Ado]sr ndvekedése NT gatlas hatasara in vitro meghatarozva tengerimalac
szivben. A bazalis [Ado]ise a sorok elején talalhatd. A DP és az NBTI koncentracioit az NT gatlo
réviditése utan tlntettlk fel zardjelben, ezt kdveti az [Ado]isg NT gatlo jelenlétében mért értéke. Az
[Ado]sk valtozasat (A[Ado]isg) félkdvéren szedtik. nM: nmol/l; uM: umol/I.

2.4. Koncentracidvaltozas becslése a Langmuir-Hill egyenlettel

Erlich 1887-ben kidolgozott modellje szerint a bioaktiv anyagok az él6
szdvetekben specifikus kétéhelyekkel (,receptorokkal”) valé kapcsolddas révén
valnak képessé hatasuk kifejtésére. Napjainkban receptor alatt olyan strukturat
értlink, melynek a ligand specifikus megkdtésén tul (,kognitiv” funkcid) jelerdsitd
szerepe is van (transzducer funkcié), amennyiben persze a ligand agonista
(.cselekvbképes”) és nem antagonista (,cselekvéképtelen”) jellegl. A ligand és a
receptor kapcsolatat kvantitative elséként Hill jellemezte (Hill, 1909, 1910). Mivel
néhany évvel késébb téle fliggetlenil ugyanezt az 6sszefliiggést Langmuir is leirta
a gazok fémfellileten valé adszorpcidjara, a kérdéses egyenletet ma Hill illetve
Langmuir egyenletnek is hivjak.

A Langmuir-Hill egyenlet nemcsak a receptor ,kognitiv” funkciéjara
(ligandkotés) irhato fel, hanem a teljes receptorfunkciora is:



ahol: ¢ az agonista koncentraciéja; E a hatas c-nél; E,... az adott agonistaval
kivalthaté maximalis hatas (hatékonysag; ,efficacy”); ECsy a félhatasos
koncentracid, ennek reciproka a hataserésség (,potency”); n a Hill koefficiens
(,Slope”).

A Langmuir-Hill egyenlet tehat a hatéanyag koncentracidja és a kivaltott
biolégiai valasz kdz6tti kapcsolatot harom allandé segitségével irja le (Emax, ECso,
n). Ha egy adott farmakon és egy adott receptor esetében ismerink t6bb
koncentracié-hatas part, vagyis egy koncentracio-hatas (E/[A]) gbérbét, akkor erre a
Langmuir-Hill egyenletet illesztve a harom alland6 értéke nagy pontossaggal
megbecsllhet6 (regresszidanalizis). Masrészt, a fent emlitett 6t mennyiségbdl (c,
E, Emax, ECs0, N) barmelyik négy ismeretében az 6tddik algebrai Uton is
kiszamolhaté a Langmuir-Hill egyenlet segitségével.

Vagyis, elvi lehetéség van a bazalis [Ado]isr-t61 valé eltérés kiszamolasara,
amennyiben pontosan meg tudjuk hatarozni az Ado és valamely seijtfelszini
receptora kézoétti kapcsolat harom jellemzéjét (Emax, ECso, N).

2.5. Koncentracidvaltozas becslése koncentracié-hatas gorbe

regresszidanalizisével

A regresszidanalizissel végzett koncentraciévaltozas-becslés a
receptormikddés telithetéségén alapszik. Ha egy bioldgiai rendszerben egy
agonistaval ugy veszlnk fel E/[A] gbrbét, hogy a rendszerben mar indulaskor jelen
van az adott agonista egy ¢« # 0 koncentracioja, a kiértékelés soran figyelembe
kell venni a ¢ -et mind a kiindulasi allapot, mind a E/[A] gbrbe véalaszainak
létrehozasaban. Ha a c -et figyelmen kivll hagyjuk, akkor a kapott valaszok el
fognak térni a korrekt mdédon szamithatoktdl (illetve azoktol, amelyeket ¢, = 0
esetén kapnank). A valasz torzulasa fligg a cx nagysagatol, melyet a Fliggelékben
illusztraltunk (12.1. Egymast kévet6 agonista-dozisok hatdsanak megjelenése a
receptorfunkcidban). A valasz torzulasa és a torzulast okozé koncentracié (cy)
k6z6tt az alabbi 6sszefliggés all fent (Gesztelyi és mtsai, 2004):
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ahol: ¢, a E/[A] gbrbe felvételét megel6z6en mar a rendszerben 1évd
agonistakoncentracid; E’ a torzult valasz (a ¢, ignoralasaval szamitott hatas); c., a
E/[A] gbrbe felvétele sordn bemért agonistakoncentracio; E,..., ECso és n az intakt
(cx = 0) E/[A] gbrbének a Langmuir-Hill egyenlet illesztésével nyert paraméterei,
vagyis az intakt E/[A] kapcsolat leirdi.

Ha egy rendszer, amelynek ismerjlk 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) el6zetes
részleges aktivacioja. Ebben az esetben, ha a fenti egyenletbe beirjuk az intakt
E/[A] kapcsolat paramétereit (Emax, ECs0, N), majd az egyenletet a torzult E/[A]
gbrbe pontjaira illesztjik, regressziés paraméterként (cx) megkapjuk a E/[A] gbrbe
hasonl6) médosulast képes létrehozni a E/[A] gérbében, mint amit tapasztaltunk. A
cx akkor adja meg (abszolut médon) a torzitdé koncentraciét, ha a torzulas oka a
E/[A] gbrbe felvételéhez hasznalt agonista egy mar elézetesen is jelen 1évo
koncentracidja. Ha a torzulast okozé anyag nem azonos a E/[A] gbrbe
amelyik a torzité koncentracidval ekvivalens a vizsgalt hatas szempontjabol
(Gesztelyi és mtsai, 2004). A cx ebben az esetben is informativ, viszont csak
relativ mutatéja a torzitdé koncentracionak. A fenti 6sszefliggést a tovabbiakban
~koncentracié-meghataroz6” egyenletnek nevezziik, levezetése a Fiiggelékben
talalhat6 (12.2. A koncentraciéo-meghataroz6 egyenlet levezetése).

Megallapithatjuk, hogy a koncentracié-meghatarozé egyenlet is elvi
lehetéséget rejt magaban az [Ado]isF valtozasainak meghatarozasara (abszolut
mutatéval) vagy jellemzésére (relativ mutat6 segitségével), ha sejtfelszini Ado
receptorok megfeleléen felvett E/[A] gérbéjére illesztjik. Ennek eléfeltétele
azonban, hogy ismernink kell az adott agonista és a receptor kapcsolatat leird

paramétereket (Emax, ECso, N).



2.6. Az adenozin jelatvitele a szivben

Az adenozinerg mechanizmusok kézil kiemelked6 fontossagu a
szivmikddés patoldgias kérilmények kdzotti szabalyozasa. Noha a szivben mind
a négy Ado receptor altipus kimutathaté, a myocardiumon az A és az As
altipusoknak, a sziv ereiben pedig az Axa altipusnak van jelentésége.

Az Ado receptorai (A1, Aoa, Acs, As) G-proteinhez kapcsolt, a
citoplazmatikus membranban elhelyezkedd receptorok, melyek kétéhelye az
interstitium felé néz. Az A és As receptorok gatlo jellegl, mig az Aoa és Aog
altipusok serkenté G-proteinhez kétédnek, ennek megfeleléen elébbiek gatoljak,
utébbiak serkentik az adenilciklaz (AC) mikddését. Az Ay és Az receptorok
aktivaljak a foszfolipaz C és D miikbdését is (az Az altipus szignalizacidjanak ez a
f6 Utvonala). Az A receptor nyitja mind a szarkolemmalis, mind a mitokondrialis
ATP-szenzitiv K* csatornakat (utébbiakat feltehetéen az Aj receptor is). A
supraventricularis szivizomban az A, altipus a muszkarinos K* csatorna (Kach/ado)
konduktanciajat is ndveli, kamran a legtdbb speciesz esetén ez a hatas
elhanyagolhatd a Kachado alacsony denzitasa miatt. Az Aoa és Aog receptorok
esetében is Iéteznek cAMP-fliggetlen Utvonalak, amelyek aktivalni latszanak a
foszfolipdz C-t és a mitogén aktivalta protein kinazokat (MAPK). A hasonl6
mikodeésl Aq és As, illetve Ao és Aog receptorparok tagjai kozott sajatos
kilénbség, hogy az A altipus legalabb egy, az Aza pedig tdbb nagysagrenddel
erzékenyebb az Ado-ra, mint az As illetve Agg forma. (A fentieket részletesen Id.:
Shryock és Belardinelli, 1997; Sommerschild és Kirkebgen, 2000; Fredholm és
mtsai, 2001; Headrick és mtsai, 2003.)

Megemlitendé még az Ado egy relative jol feltérképezett intracellularis
kétdhelye, az AC-on taldlhatd P-site, melyhez kétédve az Ado gyenge gatlast hoz
létre az enzimen (Tesmer és mtsai, 2000).

Az Ado pitvari hatdsaiban, kiilénésen az Ado altal okozott elektrofizioldgiai
eltérésekben, fontos szerep jut az A; receptor medialta K*-konduktancia
névekedésnek (Kachado aktivacio révén). Jellegzetessége ennek a szignalizacios
utnak, hogy a cAMP intracellularis szintjétél figgetlentl markans hatast produkal,
ami miatt ,direkt” hatasnak nevezik. Kamran az Ado csak a B-adrenerg
receptoraktivacié (vagy mas AC serkent6 hatas) kdvetkezményeit csdkkenti,
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vagyis az alapszint iranyaba viszi az AC mikddését, mérsékelve ezaltal a cCAMP-
fllggd protein kinaz A altali foszforilaciét (indirekt hatas). Ez az indirekt hatas
egyébként pitvaron is megfigyelheté (6sszefoglaloként Id.: Belardinelli és mtsai,
1995; Shryock és Belardinelli, 1997).

A jelen disszertacidban targyalt kisérleteinket allandé frekvencian ingerelt
tengerimalac bal pitvarizomzaton végeztik, vagyis a f6 pitvari Ado receptor tipus,
az A receptor negativ trop hatasai tisztan a kontrakciés eré valtozasaiban
nyilvanulhattak meg. Ennek megfeleléen munkank soran ezt a kimeneteli valtozo6t
regisztraltuk, mint hatast. Az Ado negativ inotrop hatasanak mechanizmuséat
tengerimalac pitvari munkaizomsejteken az aldbbiakban részletesen

Osszefoglaltuk (2. abra).

Ado <—§—>Ado -—» metabolitok foszfa- — Lca \

VN o

A;——> G — AC — cAMP —> PK-A — PLB — SERCA —[Ca®**]— CF

o T/

sejtfelszin | Intracellularis tér
2. abra. A viszonylag stabil és szelektiv A; receptor agonista CPA, valamint a gyorsan
metabolizaléd6 Ado szignalizaciéjanak konvergalasa a kontrakcids erére tengerimalac bal pitvari
munkaizomsejten. Ado: adenozin; CPA: N6-cyclopentyladenosine; Aq: A; receptor; metabolitok: az
Ado metabolitjai; G: GTP-két6 fehérje (G-protein); AC: adenilciklaz; cAMP: 3’,5’-ciklikus adenozin
monofoszfat; PK-A: cAMP-fliggd protein kindz A; PLB: foszfolamban; SERCA: a szarkoplazmatikus
retikulum Ca®*-ATP-aza; foszfatazok: intracellularis foszfoprotein foszfatazok; L¢,: L-tipusu Ca*
csatorna; Kacnado: muszkarin aktivalta K* csatorna; [Ca‘?*]: a citoszél Ca®* koncentracidja az akcids
potencidl platéfazisaban; CF: kontrakcids erd; —=—=: egyensulyi folyamat; —> : serkentés vagy
mennyiségndvelés; —e : gatlds vagy mennyiségcsdkkentés.

Kach/ado

A pitvari cardiomyocytak csak A; receptorokat expresszalnak (Gardner és
Broadley, 1999). A Kacnado Nyitdsaval és a cAMP szintjének csékkentésével
parhuzamosan az A receptor stimulacidja intracellularis foszfoprotein
foszfatazokat is aktival, ami hozzajarul a cAMP-dependens foszforilacié
visszaszoritasahoz (Gupta és mtsai, 1993). A defoszforilacié felszabaditja a

foszfolamban (PLB) gatlé aktivitasat a szarkoplazmatikus retikulum Ca®*-ATP-4z-
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an (SERCA) (Gupta és mtsai, 1993; Neumann és mtsai, 1995), tovabba gatolja az
L-tipust Ca®* csatornat (Lca) (Jahnel és mtsai, 1992). A SERCA felelés a
citoszolbeli szabad Ca?* diastole alatti visszapumpalasaért az SR-be, ezért
csdkkent miikddése a sejt (szarkolemmalis Ca®* csatornan keresztili) Ca*
vesztéséhez vezet, ami csdkkenti a késdbbiekben a kontrakcids erét. Az L-tipusu
inward Ca®* 4&ram gyengllése az akcids potencial platéfazisaban szintén a
kontrakcios er6 csdokkenésének irdnyaban hat (6sszefoglaléként Id.: Bers, 2001).
Mint az a 2. abran lathaté, az inotropiat meghatarozé intracellularis Ca?*-
szintet az A receptorfunkcié harom ponton, az Lc,, @ SERCA és a Kachado
aktivitdsanak szabalyozasaval befolyasolja. E harom tényez6 egymashoz képesti
jelentésége még nem teljesen tisztazott. Széles kdérben elfogadott vélemény
szerint els6sorban a befelé egyeniranyité K™ aram névekedése felelés az A;
receptor agonistak direkt (bazalis cAMP-szint melletti) negativ inotrop hatasaért,
mivel hiperpolarizélja a sejtet és ezzel réviditi az akcios potencialt (Kurachi és
mtsai, 1986; Belardinelli és mtsai, 1995). K" csatorna blokkolokkal végzett
kisérletek alapjan Ford és Broadley (1999) arra kdvetkeztettek, hogy a Kachado
aktivacidja féleg a kontrakcio id6tartamat, kialakulasi és lecsengési gyorsasagat
befolyasolja, de kevéssé érinti a kontrakcids eré amplitudojat. Az A receptor
agonistak az emelkedett cCAMP-szint kdvetkeztében intenzivebbé valt L-tipusu
Ca?* aramot erételjesen csdkkentik, a bazalis cCAMP-szint melletti L-tipust Ca®*
aramot azonban csak kisebb mértékben gatoljak, és azt is csak pitvaron
(Belardinelli és mtsai, 1995). A SERCA - PLB komplex szerepe kisebb
jelentéséglinek latszik az Ado direkt negativ inotrop hatasaban pitvaron, mint
kamran, mivel a PLB, amelyre a SERCA felé tart6 szabalyozasi utak
konvergalnak, pitvaron csak kis mennyiségben van jelen (Shenoy és mtsai, 2001).

2.7. A thyreoid hormonok hatasa az adenozin jelatvitelére és
metabolizmusara a szivben

A tartésan jelenlévé thyreoid hormonok mennyisége és a myocardialis A1
receptorok valaszkészsége kdzott reciprok dsszefliggés van, ami megnyilvanul az
A1 receptor agonistak hyperthyreosisban tapasztalt csékkent negativ inotrop
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hatdsaban is (Szentmiklési €s mtsai, 1992; Kaasik és mtsai, 1994). A jelenség
mechanizmuséat a szdmos vizsgalat ellenére még nem ismerjik minden
részletében, azt viszont tudjuk, hogy az A; receptorok jelatvitelének tdbb
szerepléjét is befolyasoljak a thyreoid hormonok.

Az A, receptorok szama valtozatlan marad (Bumgarner és mtsai, 1989)
vagy emelkedik T3 és T4 tartds jelenlétében (EI-Ani és mtsai, 1994; Kaasik és
mtsai, 1994), igy a negativ inotrop hatas cs6kkenése nem magyarazhaté az Ado
receptor-denzitadsban beallt valtozassal. Ismeretes olyan kézlemény, amely az Ado
receptorszam csbékkenésrél szamol be (Rapiejko és mtsai, 1987), de ahogy azt
Bumgarner és mtsai (1989) kifejtették, ebben a vizsgalatban agonistat hasznaltak
a ligandkotési assay-hez, ami miatt eredményiiket kritikaval kell fogadni, mivel az
agonista assay csak az aktualisan G-proteinhez k6t6dott A¢ receptorokat mutatja
ki, a disszocialt allapotban lévéket nem. Az A, receptorok ligandjaikkal szembeni
affinitdsaban sem tapasztaltak valtozast hyperthyreosisban (EI-Ani és mtsai,
1994), és a fent emlitett vizsgalatok egyike sem talalt a G-proteinek

Az AC szintjének illetve aktivitasadnak valtozasa ellentmondasos. Pracyk és
Slotkin (1991) hyperthyreoid patkanyban B-receptoraktivacio soran fokozott
szignaltranszdukciordl tesznek emlitést, amelyben az AC is érintett, masok csak a
tendenciat talaltak hasonlénak, de szignifikans eltérés nélkil (EI-Ani és mtsai,
1994). Bumgarner és mtsai (1989) patkany zsirsejteken az AC csdkkent
mikddését tapasztaltak hyperthyreoid allapotban az A receptor — AC rendszer
vizsgalata soran. Ujabb eredmények szerint hyperthyreota patkany szivében az
AC mennyisége nem, de aktivitasa csdkken, ennek kévetkeztében a nagyobb (-
receptorszam ellenére a B-receptor agonistak hatasa nem valtozik Iényegesen
(Ojamaa és mtsai, 2000a).

A thyreoid hormonok névelik a SERCA mennyiségét és funkcidjat,
ugyanakkor csdkkentik a mennyiségét és a hatékonysagat a SERCA gatlo
regulatoranak, a PLB-nak (Takacs és mtsai, 1985; Arai és mtsai, 1991; Kiss és
mtsai, 1994; Ojamaa és mtsai, 2000b). Ez pitvarra és kamrara egyarant jellemzé,
de eltéré mértékben (Kaasik és mtsai, 1997a; Seppet és mtsai, 1998; Shenoy és
mtsai, 2001). A SERCA pitvaron és kamran kbzel hasonlé mennyiségben van
jelen, de extra Tj illetve T4 hatasara a pitvaron Iényegesen nagyobb az expresszié
fokozddasa, mint kamran. Euthyreota pitvaron a PLB a kamrahoz képest joval
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kisebb mennyiségben fordul el8, hyperthyreoidda valva viszont a csékkenés
mértéke hasonld pitvaron és kamran. Shenoy és mtsai (2001) vizsgélataban a
SERCA/PLB arany patkany pitvaron 1.9-rél 5.4-re nétt, mig kamran csak 0.3-r6l
0.4-re. Erdekes, hogy mig a kontraktilitasi és relaxaciés paraméterek (+dT/dt, -
dT/dt) ennek a trendnek megfeleléen véaltoztak (Kaasik és mtsai, 1997a; Shenoy
és mtsai, 2001), a kontrakcios er6 amplitudéja csak kamran nétt, pitvaron
valtozatlan maradt (Kaasik és mtsai, 1997a). A SERCA/PLB arany ndvekedése
pozitiv inotrop és lusitrop hatasu, de a B-adrenerg stimulaciéra adhat6 valasz
csdkkenését vonja maga utan (Kaasik és mtsai, 1997b). Ennek az az oka, hogy a
cAMP-fliggé szabéalyozasi utak a PLB-on keresztil hatnak a SERCA-ra, a PLB
mennyiségének thyreoid hormon-fliggé csékkenése pedig ezt a kaput szlkiti. Ez
az A+ receptor jelatvitelének egyik Utvonalat is érinti (2. 4bra), ami feltehetéen
hozzgjarul az A1 receptor agonistak csdkkent hatasahoz hyperthyreota sziven.
Ennek a mechanizmusnak azonban pitvaron nincs jelentds szerepe, mert a pitvar
PLB tartalma mind euthyreoid, mind hyperthyreoid allapotban jéval kisebb a
kamraénal (Shenoy és mtsai, 2001), ami miatt az Ado pitvari hatasaban
(ktlénésen a direkt hatasban) a SERCA - PLB komplex kis sullyal szerepel.

Hyperthyreoid allapotban nd a szarkolemmalis L-tipust Ca?* aram is
(Rubinstein és Binah 1989; Mager és mtsai, 1992; Kreuzberg és mtsai, 2000),
melynek hatterében egyes szerzdk az Lc, denzitasanak ndvekedését talaltak
(Kreuzberg és mtsai, 2000), mig masok az Lca csbkkenését (Seppet és mtsai,
1993; Gotzsche, 1994). A T3 és T4 fokozzak a ryanodine receptor expresszidjat is,
tovabb ndvelve az SR Ca®* forgalmat (Arai és mtsai, 1991). Cernohorsky és mtsai
(1998) szerint a Na* - Ca®* cserélé és a Na*/K*-ATP-az funkciéja nem médosul
lényegesen, mig Shenoy és mtsai (2001) a Na* - Ca®* cserél6/SERCA arany
kisfoku csOkkenését talaltak pitvaron és kamran is. Mindez az SR részvételének
thyreoid hormon-fliggé névekedését mutatja a Ca®* tranziens létrehozasaban.
Osszefoglalasul elmondhatd, hogy a Ca** homeosztazis fehérjéinek tdbbsége
k6z6s célpontja sziven a thyreoid hormonoknak és az Ado-nak.

Megemlitendd, hogy kamran a thyreoid hormonok a B tipusu miozin
nehézlanc (B-MHC) helyett az a-MHC expresszidjat serkentik, mig pitvaron a
thyreoid statusztdl fliggetlenil a-MHC fordul el6 (Bottinelli és mtsai, 1995). Az a
izoforma mennyisége azonban pozitiv korrelaciét mutat a thyreoid hormonok

szintjével pitvaron és kamran egyarant (Shenoy és mtsai, 2001).
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Hyperthyreoid allapotban né a cardiomyocytdkon a NT maximalis
kapacitasa (Smolenski és mtsai, 1995). A nagyobb transzportkapacitas cstkkenti
az extracellularis Ado kapcsolodasi esélyét a sejtfelszini Ado receptorokhoz, ami
csokkentheti az Ado-nal szembeni valaszkészséget, elsésorban a hataserésséget
(-potency”). A NT valtozasa befolyasolhatja azoknak az exogén Ado receptor
agonistaknak a hatasat is, amelyek transzportabilisak és amelyeket az
intracellularis enzimek at tudnak alakitani, ezekre nézve ugyanis mindig
koncentracié-gradiens fog fénnallni a sejtmembran két oldalan (amig a beadott
mennyiség el nem fogy). Mivel a relative stabil Ado receptor agonistakkal
szembeni valaszkészség is cs6kken hyperthyreosisban (Szentmiklési és mtsai,
1992), a fokozott NT kapacitas csak részben lehet felelés az Ado kisebb
hataser6sségéért hyperthyreota szivben.

Smolenski és mtsai (1995) az Ado kinaz (az intracellularis Ado 6
eliminaldja) aktivitdsanak névekedését tapasztaltak hyperthyreosisban, igaz, a
kisebb jelentéségl ADA aktivitasanak cstkkenésével egyitt. Tekintettel a stabil
analdgok viselkedésére (Szentmiklosi és mtsai, 1992), a fokozott intracellularis
eliminacids kapacitas sem lehet a kizarélagos oka az A1 receptor agonistak
csdkkent hatasanak hyperthyreosisban, a nagyobb NT kapacitassal egyttt sem.

Mas Ado-t metabolizalé enzim is érzékeny a thyreoid hormonszintre,
Smolenski és mtsai (1995) az ekto-5-nukleotidaz (az extracellularis Ado-termelés
kulcsenzime) aktivitdsanak csékkenésérél szamoltak be, amely szerintik (az Ado
kindz fokozott miikddésével egyltt) a hyperthyreoid myocardiumon [Ado]isr
csokkenést okozna. Ujabb eredmények ezt nem erdsitették meg, Carneiro-Ramos
és mtsai (2004) patkany cardiomyocytakon az ekto-5’-nukleotidaz aktivitasanak
ndvekedését irtak le Ts kezelés utan, melynek hatterében az enzim mRNS-ének
fokozott transzkripciojat mértek ki.

Mint a fentiekbdl is kitlinik, a T3 €s T4 tartds jelenléte sokrétlien, de kelléen
nem tisztazott mértékben és mddon befolyasolja a myocardialis Ado mennyiségét,
eloszlasat, valamint részvételét az adenozinerg mikédésben. Ez pedig annal is
inkabb fontos lenne, mivel Ujabb adatok arra engednek kbvetkeztetni, hogy a
thyreoid hormonok extra mennyisége a jol ismert kedvezétlen hatdsokon tal
(tachycardia, hyperdynamias keringés) az ischaemias prekondicionalashoz
hasonl6 jellegli kardioprotektiv hatast képes kifejteni (Pantos és mtsai, 2004).
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3. Célkitiizések

Az Ado protektiv és regeneraciét elésegité hatasai a szivben déntéen A,
kisebb részben Az receptorokon keresztil medidlédnak. Mivel ezek kétShelye az
extracellularis tér felé néz, a kardioprotektiv mechanizmusok szempontjabdl
kitintetett jelent6ésége van a bazalis [Ado]ise-nak illetve az ebben bedlld
valtozasoknak. A becsllt bazalis [Ado]ise értékek harom nagysagrendre val6é
kiterjedését az alkalmazott mérémddszertél valdé nagyfoku fiiggés okozza, amely
felveti Uj, megbizhatébb mddszer kidolgozasanak sziikségességét. Ezzel
6sszhangban megvizsgaltuk, felhasznalhat6-e a klasszikus Langmuir-Hill egyenlet
és az ebbdl levezetett ,koncentracio-meghataroz6” egyenlet az [Ado]ise
valtozasanak mérésére. Mivel a NT gatlasa metabolikusan intakt szivizomzaton

erételjesen noveli az [Ado]ise-t, ennek meghatarozasat tliztik ki elsé célunkul.

Ismert, hogy a thyreoid hormonok (T3, T4) tdbb ponton is befolyasoljak az A;
receptor medialta jelatvitelt, melyek eredéjeként hyperthyreoid sziven az A altipus
agonistai csdkkent valaszt valtanak ki. Legjobb tudomasunk szerint azonban nincs
adat arra nézve, hogy mi a thyreoid hormonok hatasa a myocardialis [Ado]ise-ra és
ennek valtozasara NT gatlas alatt, noha ezek az informacidk hozzajarulnanak a T;
és T4 szivre kifejtett hatasainak pontosabb felderitéséhez. Masodik célunk ezért
annak vizsgalata volt, hogyan befolyasolja a hyperthyreosis a NT blokad hatasat
az [Ado]ise-ra. Ez lehet6séget teremtett arra is, hogy gyakorlati probléma
megoldasara hasznaljuk fel frissen tesztelt médszeriinket, a koncentracio-
meghataroz6 egyenlet illesztésén alapul6 RRM-et.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Oldatok

Kisérleteinkhez a kdévetkezd vegyuleteket hasznaltuk: adenosine (adenozin,
Ado); Né-cyclopentyladenosine (CPA); dipyridamole (dipiridamol, DP); S-(2-
hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine (NBTI); adenozin dezaminaz (ADA); L-tiroxin
Na-séjanak pentahidratja (T4). Valamennyi vegyszert a Sigma (St. Louis, MO,
USA) allitotta eld, kivéve az ADA-t, amelyet a Boehringer gyartott.

Az Ado-t 36 °C-os modositott Krebs-Henseleit pufferben (Krebs oldat)
oldottuk fel, melyet a kdvetkezd dsszetétellel készitettiink (mM): NaCl: 118; KCI:
4.7; CaCly: 2.5; NaH,POy4: 1; MgCly: 1.2; NaHCO3: 24.9; D-glikdz: 11.5; acidum
ascorbicum: 0.1 (bidesztillalt vizben oldva). A 10 mM CPA térzsoldatot etanol és
viz 1:4 (V/V) aranyu oldataval készitettik, ezt Krebs oldattal higitottuk tovabb. A
DP-t 96% etanolban, az NBTI-t dimetil-szulfoxidban (DMSOQO) oldottuk fel. Az etanol
illetve a DMSO koncentracidja a szervkadakban sosem haladta meg a 0.2 V/V %-
ot. Az ADA-t gyari glicerines oldataban meértik be. A T4 fiziol6gias séoldatban
kerilt felhasznalasra, amely a T4 elézetes, 3 M NaOH oldatban valé feloldasa
miatt 0.01 m/V % NaOH-ot tartalmazott.

A preparatumok tapoldata minden esetben 36 °C-os Krebs oldat volt.

4.2. Szoveti preparatumok

4.2.1. Allatok

Kisérleteinket 500-700 g testtdmegl tengerimalacokbdl eltavolitott bal
pitvarokon végeztik. Az allatok tartasa, el6kezelése és feldolgozasa 6sszhangban
volt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak Etikali
Kddexében megfogalmazottakkal és az ide vonatkozd Eurdpai Unids el6irasokkal.
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4.2.2. Tiroxinkezelés

Annal a vizsgalatnal, amelynél a cél az eu- és a hyperthyreoid allapot
Osszehasonlitdsa volt, az allatokat random modon két részre osztottuk: T4 kezelt
és oldoszerkezelt (S kezelt) csoportra.

A T4 kezelt csoport tagjai 330 pg/testtdmeg kg T4-t kaptak naponta egyszer
intraperitonealisan, mig az S kezelt csoport allatai a T4 old6szerét kaptak,
ugyanolyan médon (in vivo kezelés). A kezelés 8 napig tartott, az allatok

felhasznalasa a 9. napon tértént.
4.2.3. Bal pitvari preparatum készitése

A tengerimalacot egyetlen erételjes tarkdcsapassal 6ltik le. A mellkas
feltdrasa utan a szivet eltavolitottuk és szobahémérsékletl, oxigenalt Krebs
oldatba helyeztik. A bal pitvart levagtuk, majd az apex auriculae-ra és a vagott
szél ettdl legtavolabbi pontjara egy-egy kapillaritAsmentes vékony fonalat
csomdztunk. Az apexre kdtott fonalat teflon szervtartd (,tuskd”) alsé részéhez
régzitettlik, majd a tuskét (fennmaradé térfogataban) 10 cm®-es, Krebs oldattal
feltdltott szervkadba (TSZ-04, Experimetria, Budapest) helyeztik (3. dbra). A
Krebs oldatot 95% O, és 5% CO. elegyével oxigenaltuk, ami altal pH-ja 7.4-re allt
be. A pitvar masik fonalat izometrias mechano-elektromos atalakito (,transzducer”;
SG-01 D, Experimetria, Budapest) érzékelbjéhez rdogzitettiik, majd a pitvart 10 mN
flggébleges iranyu alapfeszités ald helyeztik, melyet a kisérlet folyaman

(kbzvetlenll a mosasok utan) rendszeresen utankorrigaltunk.
4.2.4. A preparatumok eléinkubacidja

A pitvarokat programozhaté elektrostimulatorral (ST-02, Experimetria,
Budapest) ingereltik a tuskén talalhatd, pontszerien kiképzett platina
elektrédokon keresztll. Az ingerlést 3 Hz frekvenciaval, 1 ms impulzusszélesség
mellett, masfélszeres kiiszébfesziltséggel (kb. 1 V) végeztik. A kontrakciokkal
aranyos elektromos jeleket 6 csatornas poligrafon (BR-61, Medicor, Budapest)
rogzitettlik. Az ingerlés megkezdése utan valamennyi pitvart 50 percen keresztll
inkubaltuk Krebs oldatban, ami alatt a kontraktilitdsi paraméterek stabilizal6dtak.
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Az inkubécio soran (itt és més alkalommal is) a szervkadak oldatat 15-20
percenként cseréltiik (mosas). A pitvarokat az el6inkubacio alatt random médon
csoportokba illetve alcsoportokba soroltuk (Id.: 4.3.2. Az in vitro kezelés).

3. abra. Egy szervkad (atlatsz6
(iveq) a tetejére helyezett fehér
teflon tuskoéval. Az abran csaknem
vizszintes tuské fliggdleges
helyzetben kerll be a duplafali
szervkad belsé Uregében levd
Krebs oldatba. A szervkad két fala
kozott (,kbdpeny”) a termosztald
folyadék kering. A két piros csapon
keresztil lehet a Krebs oldatot
betdlteni illetve leengedni. A
szervkad mogott (a kép felsé-
k6zépsb részén) lathatd a
transzducer, amely a szervkad félé
fordithaté. Ettél jobbra fent az
ejt6tartaly alja latszik (atlatszo
Gveg), amelybél az elémelegitett
friss Krebs oldat a szervkad belsé
Uregébe juttathato.

4.3. Kisérleti protokollok

A E/[A] gorbék felvételét Van Rossum (1963) kumulativ médszere szerint
végeztik. A vizsgalat soran az izometrikus kontrakcidkat regisztraltunk, melyeknek
az amplitudojat értékeltik, mint kontrakcios erét.

4.3.1. Az Ado-nal felvett E/[A] gbrbe

Els6ként valamennyi kisérleti csoportban illetve alcsoportban kumulativ
E/[A] gbrbét vettiink fel Ado-nal. A hatés bedlltat az adott ddzis beadasa utan
kialakulo legkisebb kontrakcios erd jelezte (4. abra).
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Az Ado E/[A] gbrbe a kdvetkezd célokat szolgélta:

(1.) biztositotta a preparatumok ,edzését” a késébbi E/[A] gbrbe elbtt (a
legtdébb receptortipus esetében kisebb szorasu E/[A] gbrbe vehetd fel, ha a
receptorokat réviddel a E/[A] gbrbe felvétele el6tt atmenetileg agonista hatasnak
tesszik ki);

(2.) verifikalta a T4 hatasanak bedlltat a pitvarokon (4. abra);

(3.) az altala nyert adatok alapjan zartuk ki az anomalis pitvarokat a
vizsgalatbol (Id.: 4.4.1. Bevalasztasi kritériumok);

(4.) igazolta az azonos in vivo kezelésil alcsoportok homogenitdsat az Ado-
ra adott valasz szempontjabol, ami nem mellékes az A receptorfunkcié késdébbi
vizsgéalata szempontjabél.

Az Ado mint A receptor agonista kiléndésen alkalmas ilyen el6zetes
tajékozodasra, mert a T4 kezelés markansan megvaltoztatja a ra adott valaszt,
tovabba igen révid (masodperces nagysagrendi) felezési ideje miatt a beadott
mennyiség gyorsan és teljesen kitirll a preparatumbdl, igy a kdvetkezd E/[A]

gorbét nem zavarja.
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4.3.2. Az in vitro kezelés

Az Ado E/[A] gbrbe felvételét kdvetd mosas utan 50 perces inkubacid
kdvetkezett (in vitro kezelés), ennek jellege hatarozta meg, milyen csoportba
(illetve alcsoportba) tartozott a tovabbiakban az adott preparatum. Elsé
vizsgalatsorozatunkban in vivo kezeletlen allatokat hasznaltunk fel, ebben az in

vitro kezelés a kdvetkezd csoportokat alakitotta ki:

(1.) Krebs oldat: kontroll csoport (n=11)
(2.) 10 uM DP: DP csoport (n=9)
(3.) 10 uM NBTI: NBTI csoport (n=10).

Masodik vizsgalatsorozatunkban az in vivo kezelés két csoportot
eredményezett (S illetve T4 kezelt), melyeket az in vitro kezelés harom-harom
alcsoportra bontott:

(1.) Krebs oldat: S kontroll alcsoport (n=10)

(2.) 10 uM NBTI: S & NBTI alcsoport (n=8)

(3.) 2 U/ml ADA + 10 uM NBTI: S & ADA+NBT]I alcsoport (n=6)
(4.) Krebs oldat: T4 kontroll alcsoport (n=10)

(5.) 10 uM NBTI: T4 & NBTI alcsoport (n=8)

(6.) 2 U/ml ADA + 10 uM NBTI: T4 & ADA+NBTI alcsoport (n=5).

A két nemzetkdzi egység pro ml (2 U/ml) ADA koncentraciot 10 perccel az
NBTI beadasa elétt hoztuk Iétre a szervkadakban, ezutan kévetkezett az 50 perc
inkubacio az NBTl-vel. El6zetes vizsgalataink alapjan 2 U/ml ADA képes az

exogén Ado hatasat 100 uM koncentracioig teljesen kivédeni.

4.3.3. A CPA-val felvett E/[A] g6rbe

Az in vitro kezelés utdn minden csoportban illetve alcsoportban kumulativ

E/[A] gbrbét vettiink fel CPA-val, amely igen szelektiv A1 receptor agonista. Mivel
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a CPA nem szubsztratja a myocardiumban talalhaté Ado-bonto illetve
Ujrahasznosité enzimeknek, vérmentes pitvarszévetben vizsgalatunk ideje alatt
(20-40 perc) alig cstkken a koncentracidja (Gesztelyi és mtsai, 2004). A CPA
lassu elimin&cidja miatt nehezen tavolithatd el a pitvar széveteibél, ezért
vizsgélataink soran le kellett mondanunk az énkontrollos kisérletekrél (amelyben
ugyanazon preparatumon vettlink volna fel ,kontroll” és ,kezelt” CPA E/[A] gbrbét).
Emiatt kildn kontroll csoportot illetve kontroll alcsoportokat hoztunk létre és
ezekhez hasonlitottuk a tébbi csoportot illetve alcsoportot.

4.4. Adatfeldolgozas

4.4.1. Bevalasztasi kritéeriumok

A pitvaroknak 3 feltételt kellett teljesitenitk, hogy bekerlljenek az
elemzésbe.

(1.) A nyugalmi kontrakcids erének el kellett érnie az 1 mN-t az Ado E/[A]
gbrbe el6tt.

(2.) A pitvarok mechanikai aktivitasanak szabalyosnak kellett lennie (nem
lehetett arrhythmias).

(3.) Miutan kivalasztottuk az Ado E/[A] gbrbék ECso-éhez legkbzelebbi Ado
koncentraciét (in vivo kezeletlen illetve S kezelt pitvarok esetében ez 10 uM volt, a
T4 kezelteknél pedig 100 pM), az arra adott valasznak belll kellett lennie a
szamtani k6zép = 2 SD intervallumon. A szamtani kozepet és a SD-t az els6 két
feltételt teljesitd pitvarokra hataroztuk meg, kilén-kilén az eltéré thyreoid statuszu
preparatumokra.

Valamennyi pitvar adatait felhasznaltuk, amelyik teljesitette a 3 bevalasztasi

kritériumot.

4.4.2. A kontrakcios erdék feldolgozasa

Egy preparatum intakt kontrakcids erejét elsé E/[A] gérbéjének kiindulasi
kontrakciods erejeként hataroztuk meg. Az in vitro kezelés hataséara kialakult
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kontrakcios erét az intakt kontrakcids erd szazalékaban fejeztlik ki a kezeléshez

hasznalt szer inotrop hatasanak jellemzéseére.

4.4.3. A koncentracio-hatas gorbék feldolgozasa

Egy ¢ agonista koncentracio hatasanak (E) a kiindulasi kontrakcios erd (Fj)
szazalékos csdkkenését tekintettiik (F, a kialakul6 legkisebb kontrakcids eré ¢

jelenlétében):

F,—F
E="0 ""c<100%

A E/[A] gbrbék pontjaira a Langmuir-Hill egyenletet illesztettiik (Id.: 2.4.
Koncentracidvaltozas becslése a Langmuir-Hill egyenlettel). Az egyes
preparatumok valaszkészségét az adott agonistaval szemben E/[A] gérbéjik Emax,

ECso és n paramétereivel jellemeztik.

4.4.4. Koncentraciobecslés a Langmuir-Hill egyenlettel (klasszikus médszer)

A Langmuir-Hill egyenletbe hatasként (E) a kontrakciés eré DP illetve NBTI
jelenlétében tapasztalt csdkkenését irtuk be (a nyugalmi érték szazalékaban
kifejezve). Az Emax, ECs0 €s n paraméterek az azonos in vivo kezelési (vagy in
vivo kezelés nélkiili) pitvarok atlagolt Ado E/[A] gbérbéinek Emax, ECsp €s n értékei
voltak. Az igy szamolt c értékek azokat az Ado koncentraciokat mutatjdk, amelyek
a szervkadba mérve azonos inotrop hatast véltanak ki, mint 10 uM DP illetve
NBTI. Az [Ado]isr valtozas becslésének ezt az eljarasat a tovabbiakban klasszikus

modszernek nevezzik.

4.4.5. Koncentracidbecslés a koncentraciéo-meghatarozé egyenlet
illesztésével: a ,,receptorial responsiveness method” (RRM)

Az [Ado]ise NT blokad hatasara bekdvetkezd véltozasat jellemzé relativ
mutatét (cx) ugy kaptunk meg, hogy a koncentracio-meghataroz6 egyenletet
illesztettlik a CPA E/[A] gbrbe adatokra a DP illetve NBTI kezelt csoportokban. Az
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egyenlet az (azonos in vivo kezelés) atlagolt kontroll CPA E/[A] gbrbék
paramétereit tartalmazta (Enax, ECso, n), €zek definidltak a CPA és az A
receptorok kdzotti intakt kapcsolatot. A kapott relativ mutaté tehat azt a CPA
koncentraciét adja meg, amelyik ugyanakkora inotrop hatast fejt ki, mint 10 umol/I
DP illetve NBTI. Ezt az eljarast a tovabbiakban ,receptorial responsiveness
method”-nak (receptorialis valaszkészség mddszer), réviden RRM-nek nevezziik.
Az illesztést elvégeztiik mind az individualis, mind az atlagolt CPA E/[A] gbrbe
adatokra.

Annak érdekében, hogy a klasszikus modszerrel szamitott Ado
koncentracidkat 6sszehasonlithassuk az RRM becsléseivel, az RRM altal
szolgaltatott CPA koncentraciokat a Langmuir-Hill egyenlettel atszamoltuk Ado
koncentracidkra. El6szor a cx értékekhez tartoz6 negativ inotrop hatasokat (Ey)
szamoltuk ki a Langmuir-Hill egyenlettel, amelybe az (azonos in vivo kezelésu)
atlagolt kontroll CPA E/[A] gbrbe Emax, ECs0 €s n paramétereit irtuk. Ezutan az Ey-
ekhez tartozé Ado koncentracidkat szamoltuk ki a Langmuir-Hill egyenlettel, amely
az (azonos in vivo kezelési) atlagolt kontroll Ado E/[A] gbrbe Emax, ECso €s n
paramétereit tartalmazta. Mivel a szamitashoz Ado E/[A] gérbék paramétereit
hasznaltuk fel, az igy kapott Ado koncentraciok - a klasszikus médszerrel
szamitottakhoz hasonldan - azokat az Ado koncentraciokat adjak meg, amelyek a

szervkadba mérve azonos inotrop hatdsuak 10 uM DP-lal illetve NBTI-vel.

4.4.6. Statisztikai feldolgozas

Normal eloszlast és homogén varianciakat mutaté adathalmazok
(csoportok) kdzépértékeinek 6sszehasonlitasahoz két csoport esetén kétoldalu
kétmintas parositatlant Student-féle ttesztet végeztiink, ketténél tébb csoportra
egyutas varianciaanalizist (ANOVA) készitettlink Newman-Keuls poszt-teszttel. Ha
két normal eloszlasu csoport varianciai kilénbézéek voltak, Welch-korrigalt t
tesztet hasznaltunk. Nem normal eloszlast mutatd két csoportot Mann-Whitney U
teszttel, tébbet Kruskal-Wallis teszttel hasonlitottunk 6ssze, utébbit Dunn poszt-
teszttel kiegészitve.

E/[A] gbrbék esetében az dsszehasonlitas targyai az Enay, a logECso és az
n értékek voltak. Az ECsg logaritmalasara azért volt sziikség, hogy az adatok
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normal eloszldsuva valjanak és (ha megfelelnek minden fent részletezett
feltételnek) parametrikus statisztikai prébaval vizsgalhatok legyenek.

A szamitott Ado és CPA koncentraciok esetében kétféle atlagot képeztik:
(1.) vettik az individualis koncentraciok szamtani kbzepét; (2.) el6szoér vettiik az
alapadatok szamtani kbzepét és azokbdl szamoltunk koncentraciot. A statisztikai
elemzés soran az individudlis koncentraciok atlagat hasonlitottuk éssze, az
atlagolt alapadatokbdl nyert koncentracidkat pedig illusztracioként hasznaltuk,
mivel az el6zetes atlagolas ellensulyozza a biolégiai variabilitas és a mérési hibak
zavaré hatasat.

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

A véletlen oki szerepét p<0.05 esetén vetettik el.
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5. Eredmények

5.1. A tiroxinkezelés hatasa a tengerimalacokra

A T4 kezelt allatok a 9. napra elvesztették kiindulasi testtémeguik kb.
negyedét (fogyas 594 + 24 g-rél 492 £ 18 g-ra; p<0.0001), rectalis hdmérsékletik
pedig atlagosan 0.9 °C-ot emelkedett (37.3 £ 0.1 °C-rél 38.2 £ 0.2 °C-ra;
p<0.0001). Az S kezelt csoportban a testtdémeg és a hémérséklet nem valtozott
szignifikdnsan (588 + 19 g-r6l 570 £ 20 g-ra; 37.2 + 0.1 °C-r6l 37.5 £ 0.2 °C-ra).

5.2. Az adenozinra adott inotrop valasz

Az Ado koncentraciéfliggéen csdkkentette mind az eu-, mind a
hyperthyreoid pitvarok kontrakciés erejét.

Az in vivo kezeletlen csoportok illetve az azonos in vivo kezelés(
alcsoportok Ado-ra adott valasza nem kilénbézétt szignifikdnsan egymastol a
jelen értekezésben feldolgozott két vizsgalat egyikében sem. Ez a csoportositas
megfelel6 randomizacidjat mutatja (5. A, B abra).

A T4 kezelés nem befolyasolta szignifikansan az Ado E/[A] gbrbék Emax-at
(92.4 £ 3.1 %), viszont szignifikdnsan ndvelte az ECsp-et (114.5 £ 28.4 uM;
p<0.0001) és csdkkentette a Hill koefficienst (0.69 + 0.02; p<0.0001), a megfelel
S kezelt paraméterekkel 6sszehasonlitva (86.6 £ 1.1 %; 9.8 £ 0.7 uM; 0.84 £ 0.02)
(5. B abra).

26



100+ 100 - s kontroll

—+kontroll
v DP ~—-S & NBTI B
—~—S & ADA+NBTI

——NBTI

75- =T, kontroll
—&— T, &NBTI
——T, & ADA+NBTI

757

50+ 50+

Negativ inotrop hatas (%)
Negativ inotrop hatas (%)

7 s 5 4 3 7 & 5 4 3
log[Ado] log[Ado]

5. abra. Az Ado-ra adott inotrop valasz az in vivo kezeletlen csoportokban (A) és az in vivo S illetve
T, kezelt alcsoportokban (B), még az in vitro kezelés el6tt. Az x tengelyen az Ado koncentracié
tizes alapu logaritmusat vettlk fel, az y tengelyen pedig a kiindulasi kontrakciés er6 szazalékos
csOkkenését. A szimbolumok a E/[A] gérbe adatok szamtani kézepét (+ SEM) mutatjak. A vilagos
szimbélumok az euthyreoid, a s6tét szimbdlumok pedig a hyperthyreoid pitvarokat jelzik.

5.3. A nukleozid transzport gatlas hatasa a nyugalmi kontrakcios

erore

Az intakt kontrakcios erdék az egyes csoportok és alcsoportok kézétt sehol
sem kilénbdztek szignifikdnsan az in vitro kezelés el6tt (igazolva a megfelel
randomizaciét). Az atlagos erék (x SEM) az in vitro kezeletlen, az S és a T4 kezelt
csoportban a kdvetkezék voltak: 6.9 + 0.4 mN, 6.7 + 0.3 mN és 6.4 + 0.3 mN (az
emlités sorrendjében).

Az in vitro kezelés soran a kontroll pitvarok nyugalmi kontrakcios ereje csak
kismértékben csbtkkent, a DP kdzepes gyengilést okozott, mig az NBTI
nagymértékit, a kontrakcids er6 kb. 2/3-a veszett el (6. A, B abra). ADA jelenléte
gatolta az NBTI hatasat, ez azonban csak az euthyreoid alcsoportok kdzbtt volt
szignifikans (6. B abra).
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6. abra. Az in vitro kezelés hatasa a kontrakcios erére az in vivo kezeletlen csoportokban (A) és az
in vivo S illetve T, kezelt alcsoportokban (B). Az x tengelyen tlintettiik fel a csoportokat illetve
alcsoportokat, az y tengelyen pedig a kiindulasi kontrakcios eré szazalékos csdkkenését. A vilagos
oszlopok az euthyreoid, a sétét oszlopok pedig a hyperthyreoid pitvarokat reprezentaljak (+ SEM).
A szamtani kdzép (£ SEM) az oszlopok belsejében van feltintetve. A csoportatlagok
kildnbségének szignifikancia-szintje az oszlopok folott 1athatd: p<0.05 (*) és p<0.001 (***).

5.4. A nukleozid transzport gatlas hatasa a CPA-ra adott inotrop
valaszra

Az Ado-hoz hasonl6an a CPA is koncentraciéfliggéen gyengitette mind az
eu-, mind a hyperthyreoid pitvarok kontrakcios erejét (7. A, B, C abra).

A T4 kezelt kontroll pitvarokon a CPA-ra adott inotrop valasz szignifikansan
kisebb volt, mint az S kezelt kontrollokon (3. S+T4 tablazat).

Az in vivo kezeletlen pitvarokon a DP és az NBTI szignifikansan és hasonlé
mértékben csdkkentette a CPA-ra adott valaszt (7. A abra; 3. @ tablazat).

A T4 kezelt pitvarokon az NBTI erételjesebben csdkkentette a CPA-ra adott
valaszt, mint az S kezelteken. Az ADA szignifikansan mérsékelte az NBTI hatasat
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mind az eu-, mind a hyperthyreoid preparatumokon (7. B, C abra; 3. S+T4

tablazat).
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7. dbra. A CPA-ra adott inotrop valasz az in
vivo kezeletlen csoportokban (A), az in vivo
S kezelt (B) és az in vivo T, kezelt
alcsoportokban (C), az in vitro kezelés utan.
Az x tengelyen a CPA koncentracié tizes
alapu logaritmusat vettiik fel, az y tengelyen
pedig a kiindulasi kontrakcids er6 szazalékos
csokkenését. A szimbolumok a E/[A] gbrbe
adatok szamtani kézepét (+ SEM) mutatjak.
A vilagos szimbolumok az euthyreoid, a
sététek a hyperthyreoid pitvarokat jelzik.



o Kontroll DP NBTI
(n=11) (n=9) (n=10)

Emax (%) 94.1+0.9 83.3*i 4.1 77.6 £3.7

*kk

9.1 14.3 17.5
ECs (NM)  (7.3-11.3) (9.8-20.9) (10.5-29.3)

n 1.14+0.08 0.98+0.09 1.04+0.08
S+T, S kezelt pitvarok T, kezelt pitvarok
Kontroll NBTI ADA+NBTI Kontroll NBTI ADA+NBTI
(n=10) (n=8) (n=6) (n=10) (n=8) (n=5)
Emax (%) 93.9+1 79.8+0.6 91.4+£1.3 84.7 £1.7 66.2 +4.8 78.8+1.9
£ it il #E# 1
9.4 15.5 15 20.9 59.3 26.4

ECs (NM)  (7.5-11.8) (9.6-25.2) (11.4-19.6) (18.6-23.5) (36.6-95.9) (16.5-42.4)
# + 247 1

n 1.14+0.03 0.95 i 0.07 1.07+0.03 0.91*4;-*0.02 0.85+0.11 0.78 £0.03

3. tablazat. Az individudlis CPA E/[A] gbrbék paraméterei, melyeket a Langmuir-Hill egyenlet
illesztésével nyertink. Az E, .« €s n szamtani kdzép £ SEM formaban keriilt megadasra, mig az
ECso mértani k6zéppel és annak 95%-0s konfidencia intervallumaval (mivel statisztikailag a
logECsq-et vizsgaltuk). A statisztikailag szignifikans kilénbségeket a szamok alatt jeleztik (p<0.05
- egy szimbélum; p<0.001 - hdrom szimbélum).

A @ tabldzatban a DP és NBTI kezelt csoportok kdzdétti kuldnbség egyik paraméter esetén sem
volt szignifikans, a csillagok a kontrollt6l valo eltérés szignifikancia-szintjét mutatjak.

Az S+T, tdblazatban az alabbi alcsoportok 6sszehasonlitasanak eredményét tintettlik fel:
T4 kontroll - S kontroll (*); S & NBTI - S kontroll, valamint T, & NBTI - T4 kontroll (#); S & ADA+NBTI
- S kontroll, valamint T, & ADA+NBTI - T4 kontroll (1); S & ADA+NBTI - S & NBTI, valamint
T, & ADA+NBTI - T, & NBTI ().

5.5. A nukleozid transzport gatlas hatasa a myocardialis A,
receptorok kornyezetének adenozin koncentraciojara

Az [Ado]isr in vitro kezelés hatasara bekdvetkez6 valtozasanak
jellemzésére két eljarast alkalmaztunk, a klasszikus médszert és az RRM-et.
ElSbbit csak az in vivo kezeletlen pitvarokon kiviteleztiik abbdl a célbdl, hogy a
kapott eredményeket az RRM eredményeivel 6sszehasonlithassuk, mig az RRM-
et alkalmaztuk az in vivo S és T4 kezelt pitvarokon is.
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A klasszikus mddszer alapjan az in vitro kezelés inotrop hatasabdl
szamoltuk ki azt az Ado koncentraciot, amely a szervkadba mérve ekvieffektiv
lenne. Az RRM soran CPA-val kétféle E/[A] gbrbét vettlink fel: kontrollt, amihez
hasonlitottunk, és azt, aminek a kontrolltél valo eltérését egy CPA koncentraciéval
(cx) jellemeztik. Ez ugy tértént, hogy a kontroll CPA E/[A] gbrbe paramétereit
(Emax, ECs0, n) beirtuk a koncentracié-meghatarozé egyenletbe, amelyet aztan a
torzult CPA E/[A] gbrbe adataira illesztettlink. A kdvetkezd illesztéseket végeztik
el:

(1.) a kontroll csoport atlagolt CPA E/[A] gbrbéjének paramétereivel a) a DP
és az NBTI csoportok atlagolt CPA E/[A] gbrbe adataira (8. A abra, 4. @ tablazat),
valamint b) a DP és az NBTI csoportok individualis CPA E/[A] gbrbe adataira (4. &
tablazat);

(2.) az S kontroll alcsoport atlagolt CPA E/[A] gérbéjének paramétereivel a)
az S & NBTl és az S & ADA+NBTI alcsoportok atlagolt CPA E/[A] gbrbe adataira
(8. B abra, 4. S tablazat), valamint b) az S & NBTl és az S & ADA+NBTI
alcsoportok individualis CPA E/[A] gbrbe adataira (4. S tablazat);

(3.) a T4 kontroll alcsoport atlagolt CPA E/[A] gérbéjének paramétereivel a)
aTs & NBTI és a T4 & ADA+NBTI alcsoportok atlagolt CPA E/[A] gbrbe adataira
(8. C abra, 4. T4 tdblazat), valamintb) a T4 & NBTl és a T4 & ADA+NBTI
alcsoportok individualis CPA E/[A] gbrbe adataira (4. T4 tablazat).

Jollehet az in vivo kezeletlen pitvarokon nem volt statisztikailag szignifikans
differencia az eltérd mddszerrel kapott eredmények kdzétt, a kilénbség figyelemre
méltdan nagyobb volt a DP csoportban (4. @ tablazat: Atlag 1 értékek).
Szignifikans kilénbség mutatkozott viszont az eltéré in vitro kezelésl csoportok
azon Ado koncentracioi kozoétt, amelyeket a klasszikus médszerrel kaptunk
(p<0.01) (4. @ tablazat: Atlag 1 értékek). Az eltérés oka (source of variation) a
kétutas ANOVA szerint a két NT inhibitor k6z6tti kildnbség (p=0.034) és nem a
mabdszerek kildnbsége (p=0.88).

Az in vivo kezelt pitvarok esetében a T4 & NBTI alcsoport ¢«
koncentracidinak atlaga 2.5-szerese volt az S & NBTI alcsoportbeli ¢,
koncentraciok atlaganak (p<0.05) (4. S és T4 tablazatok: Atlag 1 értékek). Ezzel
O6sszhangban alakultak az atlagolt CPA E/[A] gbrbékbdl meghatarozott ¢,
koncentraciok is: a T4 & NBTI alcsoportban meghatarozott c, masfélszerese volt
az S & NBTI alcsoport c, értékének (4. S és T, tablazatok: Atlag 2 értékek).
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Amennyiben NBTI mellett egyidejlleg ADA is jelen volt, a kapott cx értékek
lényegesen kisebbek voltak (4. S és T, tablazatok: Atlag 1 és Atlag 2 értékek), bar
ez csak a T4 kezelt pitvarok esetében volt statisztikailag szignifikans (p<0.05) (4. S
és T, tablazatok: Atlag 1 értékek).

100- 100-
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-7 -6 -5
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A kontroll csoport (4. @ tablazat) és a kontroll alcsoportok (4. S és T4
tablazat) esetében az RRM-mel valé koncentraciébecslés ellenérzé céllal tértént.
Mivel a kontroll pitvarok CPA E/[A] gbrbéinek Emax, ECso €s n paraméterei
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definialtak a bazalis [Ado]ise-t az [Ado]isr valtozasat jellemzé RRM szamara, a

kontroll pitvarokon a mddszernek elvben zéro valtozast kell becsiinie. Esetlinkben

a kontrollokon meghatarozott c, értékek altalaban tébb nagysagrenddel kisebbnek

addodtak, mint a NT gatlé jelenlétében kapottak, ami elfogadhaté pontossagot

jelent.
Q Kontroll DP NBTI
Atlag 2 Atlag 1 Atlag 2 Atlag 1 Atlag 2
RRM [CPA] (h\M)  0.035 162+37 161  253+92  20.4
RRM [Ado] (uM) 0.005 32.3+125 25.5 58 +28.6 36.9
K [Ado] (uM) : 9.8+37 75  876:318 40
S Kontroll NBTI ADA+NBTI
Atlag 2 Atlag 1 Atlag 2 Atlag 1 Atlag 2
RRM [CPA] (nM) 0.7 18.8+3 18.5 7919 7.8
T, Kontroll NBTI ADA+NBTI
Atlag 2 Atlag 1 Atlag 2 Atlag 1 Atlag 2
RRM [CPA] (M) 00009  465£137 37 74323 6.6

4. tablazat. Az A, receptorkédzeli [Ado]isk valtozasat jellemz6, RRM-mel meghatarozott CPA

koncentraciok (c); a cx-ekbdl a Langmuir-Hill egyenlettel szamitott Ado koncentraciok; valamint a

klasszikus modszerrel szamolt Ado koncentraciok. A vizsgalt csoportok és alcsoportok in vivo

kezelését a tablazatok bal felsd sarkaban jeleztik (9, S, T,), az in vitro kezelés jellegét pedig a

tablazatok fels6 soranak tébbi részében tiintettiik fel.
Az ,RRM [CPA] (nM)” kezdetl sorok az [Ado]se valtozasaval ekvieffektiv CPA koncentracidkat
(cy) tartalmazzak (nM-ban), mig az ezekbdl a Langmuir-Hill egyenlettel atszamitott Ado-szinteket
az ,RRM [Ado] (uM)” kezdetl sorok adjak meg (UM-ban). A ,K [Ado] (uM)” kezdet(i sor a klasszikus
modszerrel meghatarozott Ado koncentracidkat mutatja (uM-ban). Atlag 1: a meghatarozott

individualis értékek szamtani kdzepe + SEM. Atlag 2: az elézetesen atlagolt kiindulasi adatokbdl

meghatérozott értékek (az RRM esetében Id.: 8. dbra).

A statisztikai szignifikancia-szintek a kdvetkez6 6sszehasonlitdsokra vonatkoznak: az NBTI és

a DP csoportok azonos koncentracidbecslé médszeren belll (*); az S és a T, kezelt alcsoportok

azonos in vitro kezelésen belll (1); az NBTI és az ADA+NBTI alcsoportok azonos in vivo

kezelésen belll (#). Egy szimbdlum: p<0.05 ; két szimbolum: p<0.01 .
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6. Megbeszélés

A sziv Ado receptorai kdzll legtdbbet kutatott A; receptorok
jellegzetessége, hogy nagy ddzisu teljes agonista jelenlétében is csak lassan
deszenzitizalédnak (Longabaugh és mtsai, 1989; Baker és mtsai, 2000). Mi t6bb,
velesziiletetten ADA deficiens egerekben (amelyek a kisérleteket megel6z6 két
hétig pegilalt ADA szubsztitucidban részesiiltek, melynek felezési ideje kb. négy
nap) az emelkedett széveti Ado-szint ellenére a vad tipusra jellemzé Aq és Aoa
receptor-érzékenységet tapasztaltak (Willems és mtsai, 2006). Ez arra utal, hogy
megvaltoztatasa is hosszantartdan képes az Ado receptorok, kéztik az A;
receptorok miikédésére hatni, ami perspektivat ad az adenozinerg agonistak és
érzékenyiték (sensitizerek), illetve az Ado szdveti eloszlasat befolyasol6 szerek
tovabbi kutatasanak.

Az interstitium Ado kinalatanak jelentésége a szivizom ischaemiaval
szembeni védekezbképessége szempontjabdl egyre nagyobb a folyamatosan
halmoz6do evidencidk tiikrében (6sszefoglaldéként Id.: Peart és Headrick, 2007).
Megfelelé oxigén- és tdpanyagellatas esetén az [Ado]isr nbvekedését okozé NT
gatlok fokozzak az Ado kardioprotektiv hatasat (6sszefoglaloként Id.: Deussen,
20004, 2000b; De Jong és mtsai, 2000), ugyanakkor ischaemidaban a NT
inhibitorok tovabb rontjak a sziv allapotat, mivel gatoljak az Ado kijutasat a
sejtekbdl (Schreieck és Richardt, 1999). Az extracellularis Ado termelésében
kulcsszerepet jatszd ekto-5’-nukleotidaz farmakoldgiai vagy génszintl gatlasa
pedig egyenesen felfliggeszti az ischaemias prekondicionalas kardioprotektiv
hatasat (Eckle és mtsai, 2007).

Az interstitialis Ado elsésorban sejtfelszini Ado receptorok ingerlése révén
fejti védd hatasat. Az Ado receptorok kézil napjainkra a legtébb bizonyiték az A
receptorok kardioprotektiv funkciéjat tamasztja ala, de kimutattak mas altipusok
részvételét is, noha a pontos mechanizmus a méreési korlatok és az egymasnak
részben ellentmond6 eredmények miatt még nem tisztazott (Peart és Headrick,
2007).
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6.1. Uj lehet6ségek keresése az interstitialis adenozin

koncentracidjanak meghatarozasara

A cardialis [Ado]ise becslésére jelenleg elfogadott médszerek vagy
valamilyen interstitiumbél vett folyadékminta Ado-tartalmanak, vagy az Ado
artérias és coronaria-vénas koncentraciokilénbségének mérésén alapulnak. A
kapott értékek skalaja harom nagysagrendre terjed ki erésen fliggve az
alkalmazott mérémabdszertél (1. tablazat), ami Uj eljaras kidolgozasanak
sziukségességét mutatja. Kulébndsen informativ lenne az [Ado];sF ismerete a
sejtfelszini A; receptorok kézelében, mivel ezek aktivitdsa fontos szerepet t6lt be a
sziv ischaemiaval és hypoxiaval szembeni védekezésében.

Régobta ismert, hogy jél oxigenalt szivizomban a NT gatlasa fokozza mind
az endogén, mind az exogén Ado hatasait (Szentmiklosi és mtsai, 1982; Van
Belle, 1993; De Jong és mtsai, 2000; Gesztelyi és mtsai, 2003a). A direkt [Ado]isr
mérés nagyfoku modszerfliggése miatt (1. tablazat) a NT gatlok hatasa is nehezen
itélheté meg (2. tablazat), kiléndésen a myocardialis A1 receptorok kérnyezetében,

ami mikddé szivben nehezen megkdzelithetd széveti kompartment.
6.1.1. A Langmuir-Hill egyenlet hasznalhatésaga

A Langmuir-Hill egyenlet kapcsolatot teremt a két anyag specifikus
kotédését igénylé hatas és a kdtédés egyik résztvevdjének koncentracidja kozott,
(pontosabban annak egy alapértékhez képesti valtozasanak) becslésére a hatas
alapjan. Ehhez sziikség van a koncentracié és a hatas kapcsolatat jellemzé
allanddk ismeretére. Ha egy adott agonistaval egy adott szdvettipuson E/[A]
gorbét vesziink fel, majd annak adataira a Langmuir-Hill egyenletet illesztjik,
harom paraméter, az Enax, az ECso és az n fogja kvantifikalni a koncentracié és a
hatas k6z6tti kapcsolatot. Amennyiben ezek a paraméterek rendelkezésre alinak,
az agonista adott szévetben kifejtett hatasabdl algebrai ton kiszamolhat6 az
agonista koncentraciévaltozasa ahhoz a szinthez képest, ami az Epax, ECs0 €s n
értékeket szolgaltaté (kontroll) E/[A] gbrbe felvételekor a kiindulasi allapotot
jellemezte (Id.: 2.4. Koncentraciovaltozéds becslése a Langmuir-Hill egyenlettel). Az
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igy kiszamolt koncentracié(valtozas) egyedisége abban rejlik, hogy a receptorok
mikrokdrnyezetére vonatkozik, vagyis mas vizsgaldmaodszer szamara nehezen
hozzaférhetd szdveti kompartmentet jellemez. A receptorkdzeli koncentraciéo mind
endogén regulatorok, mind kildnb6z6 farmakonok esetén bioldgiailag nagyon
informativ adat.

Amennyiben koncentracié(valtozas)t a Langmuir-Hill egyenlettel kivanunk
meghatarozni (ez, tekintve az egyenlet 1909-es elsé leirasat, joggal nevezhetd
klasszikus médszernek), az eljaras sarkalatos pontja az intakt E/[A] kapcsolat
kvantifikalasa. Ehhez egy kontroll E/[A] gbrbét kell lege artis felvenni az adott
agonistaval az adott szdvettipuson. E/[A] gbrbe felvételekor a hatast altalaban
ahhoz a koncentracidhoz rendeljiik, melyet a beadott dézisbél és a megoszlasi
térbdl szamolunk ki, vagy esetleg ahhoz, amelyet egyidejlleg egy kénnyen
hozzaférhetd masik kompartmentben mérink feltételezve az egyenletes eloszlast.
A klasszikus modszerrel t6rténd koncentracidébecslés tehat posztuldlja, hogy a
receptor kérnyezetében akkora a hatéanyag koncentracioja, mint amekkorat
kiszamoltunk vagy egy masik kompartmentben (pl. perfuzatumban, vérplazmaban)
mértink.

Ha a vizsgalt agonista eloszlasa nem egyenletes, mert pl. el nem
hanyagolhaté mértékben transzportalddik és bomlik az adott szbvetben, a
klasszikus médszerrel meghatarozott koncentracio jelentésen eltérhet az agonista
mébdszer tulbecsili, ugyanis az észlelt hatashoz nem a tényleges receptorkdzeli
koncentraciot rendeli, ami kisebb, hanem azt, amelynek a kiszamitas vagy mérés
alapjaul szolgal6 kompartmentben (pl. szervflirdd, perfuzatum, vérplazma) jelen
kell lennie ahhoz, hogy a receptorok kompartmentjében kialakulhasson az észlelt
hatast kivaltani képes koncentracio.

Mivel az Ado igen gyorsan metabolizalodik (pl. human vérben féléletideje
0.6 - 10 s; 6sszefoglaloként Id.: Fazekas, 1999), E/[A] gbrbe felvétele soran
koncentracidja csak egy szervkad szévetmentes tapoldataban tekinthetd
Ado gyors eliminaciéjat a szivizomban elsésorban a sejtek erételjes Ado felvétele
okozza, amely dontéen ekvilibrativ és NBTI-szenzitiv nukleozid transzportereken
(ENT1) keresztil zajlik. A befelé iranyul6 transzportot az intracellularis tér jelentés
Ado-bonté és Ujrahasznositd kapacitasa tartja fenn (6sszefoglaldéként Id.:
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Deussen, 2000a, 2000b). Az [Ado]isr direkt mérésebdl szarmazd adatokat szintén
érdemes dvatosan kezelni. Az irodalmi adatok (egy specieszen és egy
szdvettipuson belll is) harom nagysagrendet felblelé szorast mutatnak (1.
tablazat), ami kétségessé teszi ezen [Ado]isr értékek hasznalhatdésagat.
Megallapithatjuk tehat, hogy Ado E/[A] gbrbe adatokon alapulé mddszer nem
alkalmas az [Ado]isF valtozasanak meghatarozasara.

Felmerill, mennyire megbizhat6é az [Ado]ise bazalis értékhez képesti
valtozdsanak klasszikus médszerrel szamolt relativ mutatédja. Mivel ez az érték
erésen flgg a vizsgalt szévet Ado-ra specifikus enzimeinek és transzportereinek
mikddésétdl, a klasszikus modszer nem alkalmas olyan szévetek kdzotti
O0sszehasonlitasra, amelyekben ezek az enzimek illetve carrierek eltérd
aktivitasuak. Ismert, hogy hyperthyreota szivben nagyobb a NT maximalis
kapacitasa, fokozott tovabba az intracellularis Ado Ujrahasznositasaért felelés Ado
kinaz aktivitasa, valamint cs6kkent az intracellularis Ado bontasban résztvevé
ADA aktivitasa (Smolenski és mtsai, 1995). Hyperthyreoid szivben emelkedett az
ekto-5’-nukleotidaz aktivitasa is, amely az extracellularis Ado termelésének
kulcsenzime (Carneiro-Ramos és mtsai, 2004). Kévetkezésképp, amennyiben eu-
€s hyperthyreoid szivizom [Ado];sr valtozasat kivanjuk ésszehasonlitani NT géatlé

jelenlétében, mas mddszerhez kell folyamodnunk.

6.1.2. Az RRM lehet6ségei és korlatai

Ha egy agonista dozisait ismételten mérjik be, de kiindulasi allapotnak
mindig az aktualis dozis beadasa elétti allapotot vessziik (vagyis sem a korabbi
doézisokat, sem az altaluk kialakitott hatast nem vesszik figyelembe), egyre kisebb
valaszokat regisztralhatunk. Ez a csdkkend valaszkészseg az aktualis dézisokkal
szemben azért alakul ki, mert a korabbi d6zisok a receptorok egy részének
lefoglalasa és azokon hatas létrehozasa révén ,elhasznaljak” a receptorhordoz6
struktara funkcionalis kapacitasanak (valaszkészségének) egy részét, igy az
aktualis dozis kisebb receptorpopulaciéhoz kétddhet és kisebb funkcionalis
kapacitas all a rendelkezésére (Id.: 12.1. Egymast kdvetb agonista-dozisok
hatadsanak megjelenése a receptorfunkciéban).

A regisztralt jelenség emlékeztet a receptorialis deszenzitizaciéra, de attol
teljesen fliggetlen. Deszenzitizacié esetén a receptor (és/vagy a hozza tartozé
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jelatviteli ut) megvaltozasa miatt a nyugalmi allapotd (nem ingerelt) receptorhoz
adott agonista-ddzis cstkkent valaszt hoz létre. Az el6z6 bekezdésben leirt
elrendezésben csak mi mérlink csékkent valaszt, mivel nem vesszik figyelembe
sem a mar korabbrol jelenlévd agonista koncentraciot, sem annak hatasat. Vagyis,
olyan receptorokon mériink csdkkent valaszt, amelyek nyugalmi allapotukban egy
agonista-dozisra normalis nagysagu valaszt adnanak.

Egy aktualis agonista-d6zisra adott valasz csdkkenése fligg a mar
korabbrdl beadott d6zis(ok) altal a receptorok kérnyezetében létrehozott agonista
koncentraciétédl. Ez lehetéséget teremt arra, hogy egy receptora kézelében
valaszkészségének csdokkenésével jellemezzik. A jellemzés pontosabba és
megbizhatdbba tehetd, ha E/[A] gbrbét vesziink fel az adott agonistaval a szbvet
nativ allapotéban illetve a meghatarozand6 koncentracio jelenlétében, majd
O6sszehasonlitjuk a kapott gérbéket. Ennek egy egyszerl modja, ha a
meghatarozandd koncentracié jelenlétében felvett E/[A] gérbére a nativ (,kontroll”)
E/[A] gbrbe paramétereit tartalmazé koncentracio-meghataroz6 egyenletet
illesztjik (Id.: 2.5. Koncentraciovaltozas becslése koncentracié-hatas gorbe
regresszidanalizisével). A gorbeillesztés eredménye (a regresszids paraméter) a
meghatarozandd koncentraciéra tett becslés lesz. Ezt a mérémodszert elve
alapjan receptorialis valaszkészség mddszernek (,receptorial responsiveness
method”; RRM) neveztik el. Egy izolalt tengerimalac bal pitvaron a kézelmultban
végzett vizsgalat sordn az elézetesen ismert koncentraciéban bemért CPA-t
figyelemre méltd pontossaggal kvantifikaltak CPA E/[A] gérbék segitségével, a
becslések a tényleges értékek koril kevesebb, mint fél nagysagrenden beldl
szértak (Gesztelyi és mtsai, 2004).

A meghatarozas pontossagat tébb kdrtilmény is befolyasolja.

(1.) A receptorialis hatasnak jol mérhetének kell lennie, tovabba a hasznalt
agonista nativ E/[A] gbrbéjének (pontosabban: szemilogaritmikus abrazolas
mellett a két gorbulet kb6zé esé kvazi linearis szakasznak) lehetéleg minél
szélesebb koncentracio-tartomanyt kell atfognia. Mivel az A receptor robusztus és
kénnyen mérhet6 negativ inotrop hatast hoz létre szivizmon, a kontrakcios eré
detektalasa alkalmas az A receptorfunkcié vizsgalatara (Gesztelyi és mtsai,
2003a, 2003b, 2004). A pitvarszdvet kildondsen megfelel ennek a célnak, ugyanis,

szemben a kamraval, pitvaron az A receptor agonistak elézetes AC aktivacio
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nélkdl is erdteljesen csdkkentik a kontrakcios erét (Kurachi és mtsai, 1986;
Osszefoglaldként Id.: Belardinelli és mtsai, 1995).

(2.) Fontos, hogy a meghatarozandoé koncentracié ne valtozzon lényegesen
a E/[A] gorbe felvételének ideje alatt. A NT gatlas [Ado]ise-ra kifejtett hatasanak
vizsgélata esetén ez ugy biztosithatd, hogy kivarjuk az Uj egyensuly beallasat
(amit jelen vizsgalataink soran a kontrakcids erd stabilizalodasa jelzett).

(3.) Ha a felhalmozo6dott agonista hosszu ideig tartézkodik receptora
kérnyezetében, akkor a receptoron valédi deszenzitizaciot hozhat létre. Ez a tény
a meghatérozas lehetéségét altalanossagban az akut koncentraciévaltozasokra
szikiti le. Mivel az A receptorok hosszabb (6rakig, sét napokig tartd) stimulacioé
mellett sem deszenzitizalédnak Iényeges mértékben (Longabaugh és mtsai, 1989;
Baker és mtsai, 2000), az A; receptor agonistak jol vizsgalhatok az RRM-mel.

(4.) Problémat jelent az is, ha a meghatarozandé agonista kénnyen bomlik.
Az A, receptor endogén ligandja, az Ado tébb er6sen kompartmentalizalt enzim
illetve egy jelentds aktivitasu transzporter szubsztratja, ezért maga is erésen
kompartmentalizalédik, vagyis eloszlasa nem tekintheté homogénnek a szivben
(6sszefoglaloként Id.: Deussen, 2000a, 2000b; Sommerschild és Kirkebgen, 2000;
Headrick és mtsai, 2003). Ezek a tényez6k alapvetden befolyasoljak az exogén
Ado eloszlasat is, igy él6 szbveten, kiléndsen mikddé szivizomban, Ado E/[A]
gorbe felvételekor az Ado hatasat nehéz a relevans Ado koncentraciéhoz rendelni
(Id.: 6.1.1. A Langmuir-Hill egyenlet hasznalhat6saga). Az Ado gyors
metabolizmusa és kompartmentalizacidja ugyanakkor nem okoz problémat abban
az esetben, ha két dinamikus egyensulyi allapot 6sszehasonlitasa a cél. Elvi
problémat jelent viszont az, hogy az Ado E/[A] gbrbe nem a receptorkdzeli Ado
koncentraciéra vonatkozik, igy az RRM sem azt fogja megadni, ha a E/[A]
gbrbéket Ado-nal vesszlk fel. Ennek megfeleléen (a klasszikus mddszerhez
hasonl6an) az RRM sem alkalmas arra, hogy az [Ado]isr valtozasara megbizhato
becslést tegyen.

A fennmaradé lehetéségek felméréséhez érdemes atgondolni a
kdévetkezbket. Egy receptor funkcionalis kapacitasat minden agonistaja
JSfogyasztja”, sét, az eltéré tipusu receptorokhoz két6dd, de azok izgatasa révén
ugyanazokat (vagy déntéen ugyanazokat) a jelatviteli utakat hasznalé agonistak is
kélcsbnbsen csOkkentik egymas receptorainak aktualisan rendelkezésre allé

funkcionalis kapacitasat. Ebbél kbvetkez6en csak az abszolut kdvetelmény, hogy
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az 6sszehasonlitandd E/[A] gbrbék agonistaja azonos legyen, a meghatarozandé
agonista lehet eltér6 is, ha azonos vagy nagyrészt azonos szignaltranszdukciéju a
E/[A] gbrbék felvételéhez hasznalt agonistaval. Egy korabbi vizsgalat soran
metakolin (acetyl- B-methylcholine; relative lassan bomlé muszkarin receptor
agonista) ismert koncentracioja bizonyult j6I meghatarozhaténak CPA E/[A] gbrbék
segitségével izolalt tengerimalac bal pitvaron (a becslések a tényleges érték korl
egy nagysagrenden bellil szértak). A gorbeillesztés révén kapott CPA
koncentracidkat (amelyek ekvieffektivek az elézetesen bemért metakolinnal) a
Langmuir-Hill egyenlet segitségével algebrai Uton szamoltak at metakolin
koncentracidkra, nativ metakolin illetve nativ CPA E/[A] gbrbék adatai alapjan
(Gesztelyi és mtsai, 2004). Vagyis, a nativ allapotban illetve a tdbblet [Ado]ise
jelenlétében felvett CPA E/[A] gbrbék kdzobtti kiilénbség feltehetéen alkalmas a
kérdéses tébblet [Ado]isk jellemzésére. (Az agonistak kilénbdzé voltanak

s s

YV

ovatossaggal kell értelmezni.)

(5.) Fontos azonban, hogy a meghatarozashoz hasznalt E/[A] gdrbék
k6z6tti kilénbséget kizardlag az Ado receptorok kérnyezetében fennall6 Ado
koncentraciok kildnbsége okozza. Amennyiben a NT gatlas hatasara Iétrejové
[Ado]ise-valtozas jellemzése a cél, a E/[A] gbrbék felvételéhez hasznalt agonista
sorsat nem befolyasolhatja a NT blokad. A CPA megfelel6 agonista, mert vértelen
pitvarszdvetben csak igen lassan bomlik (Gesztelyi és mtsai, 2004), ezért
megoszlasat a NT gatlasa nemigen befolyasolja (szemben az Ado-nal, amelyre
nézve az intracellularis atalakitas allandé transzmembranalis koncentracié-
gradienst tart fenn). A CPA relativ rezisztenciaja azért is kedvez6, mert igy a
kil6nbdzd enzim- illetve transzporter-aktivitdsu széveteken kapott relativ jellemzék
is 6sszehasonlithatok lesznek. A CPA tovabbi elénye, hogy szelektiv A1 receptor
agonista, ami megkdnnyiti a vele kapott eredmények értelmezését (NT gatlas
soran az Ado extracellularisan halmozdédik fel, tehat az A receptorok
kétéhelyének kompartmentjében).

(6.) Az RRM mérési tartomanyat a E/[A] gbrbe lefutasa szabja meg. A
meghatarozas csak akkor pontos, ha a mérendé koncentracio (illetve annak
ekvieffektiv mennyisége a E/[A] gbrbe felvételéhez hasznalt agonistabdl) a nativ
E/[A] gbrbe k6zépsb (szemilogaritmikus dbrazolas mellett linearis) szakaszara esik
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(Gesztelyi és mtsai, 2004). Szerencsére ez a rész rendszerint tébb nagysagrendre
kiterjed és magéaba foglalja a biologiailag legfontosabb koncentracio-tartomanyt
(legalabbis az adott receptor mikddése szempontjabol). Azt viszont szem el6tt kell
tartani, hogy a E/[A] gbrbe agonistajanak hatékonysaga (,efficacy”) ne legyen
kisebb, mint a meghatarozandé agonistaé, mert az felllrél behatarolja a
meghatarozhat6é koncentracio-tartomanyt. Az Ado jellemzésére a CPA azért is
megfelel6, mert mindketten teljes (,full”) agonistai az A; receptornak.

(7.) Ismert, hogy a receptorok mikédésének tdbb jellemzdje, mint példaul
az affinitas és a tartalékreceptorok megléte (,receptor reserve”), nem fliggetlen az
alkalmazott agonistatél, vagyis ezek egy adott agonista-receptor par jellemzéi.
Ebbdl kbvetkez6en ugyanazon receptor killénb6z8 agonistainak hatasa
kildbnbdzhet még teljes agonistak esetében is, ami E/[A] gérbéjik eltérd
karakterisztikajaban nyilvanul meg (6sszefoglalasként Id.: Dhalla és mtsai, 2003).
Tovabbi kilénbségek forrasa lehet, ha az egyik agonista szelektiv, a masik viszont
kevésbé az. Ily médon, ha a meghatarozand6 agonista kilénbdzik az RRM E/[A]
gorbéihez hasznalt agonistatél, a kapott becsléseket kell§ dvatossaggal kell
6sszehasonlitani. Ha példaul azonos kisérleti feltételek mellett meghatarozzuk két
eltéré beavatkozas akut hatdsat az [Ado]isF-ra, vagy ugyanazon beavatkozas akut
hatasat az [Ado]ise-ra az adott szévet két eltérd allapotaban, az RRM 4éltal
szolgaltatott becslések kiilénbsége (illetve aranya) nem feltétlenll tikrbzi a
meghatarozand6 koncentraciok kilénbségét (illetve aranyat). Fontos azonban,
hogy egy nagyobb becslés mindig nagyobb meghatarozandé koncentraciot
reprezental, mivel az agonistak E/[A] gérbéje szigoridan monoton névekvé (9.

YV

YV

A fenti irodalmi adatokat, sajat megfigyeléseket és elméleti megfontolasokat
Osszegezve arra a hipotézisre jutottunk, hogy az [Ado]isr A1 receptorok kdzelében
fellépd akut valtozasat az RRM informativan jellemezheti, ha a E/[A] gbérbéket jol
diffundalo, lassan eliminaldédo, szelektiv és teljes A receptor agonistaval vesszik
fel. Vértelen pitvaron a CPA megfelel ezeknek a kivanalmaknak.
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9. abra. Harom sematikus E/[A] gbrbe az eltérd karakterisztika és lokalizacio kovetkezményeinek
illusztralasara. Az x tengelyen az agonista koncentracio tizes alapu logaritmusa, az y tengelyen
pedig a szazalékban kifejezett hatas lathatd. A piros és a kék fliggvény csak a kék gorbe két
nagysagrenddel nagyobb ECsp-ében kiilénbdzik egymastdl. A zéld és a kék fliggvény ECsp-e
egyenld, de a zold gbrbe Enax-a nagyobb, n értéke pedig kisebb, mint a masik két fliggvényé.

Az RRM analdgiajara tételezziik fel, hogy a kék illetve a zéld gérbe 20 % illetve 60 % hatashoz
tartozé koncentracidit a piros gérbe 20 % illetve 60 % hatashoz tartoz6 koncentracioival
jellemezzik. Az azonos lefutasu, de eltéré lokalizacidju piros és kék fliggvény ekvieffektiv
koncentracioi nem egyenléek, de aranyuk egyenlé. Az eltéré lefutasu zdld fliggvény
meghatérozand6 koncentracidit viszont a piros gérbe ekvieffektiv koncentraciéi nem aranytartéan
jellemzik. Emiatt, ha ismeretlenek a kék illetve zéld fliggvény paraméterei, a piros figgvény altal
szolgaltatott ekvieffektiv koncentraciok kiilonbségébdl illetve aranyabol nem tudunk a jellemzett
koncentraciok kilénbségére illetve aranyara kdvetkeztetni. A sémas goérbék adatait az 5. tablazat
tartalmazza.

Az abra illusztralja az RRM egy masik lehetséges korlatjat is. A z6ld gérbén a (kb.) 70 %-nal
nagyobb hatast kivalté koncentracidkat a piros gbrbe egydntetlien 50 nM kériili koncentracioval
jellemzi, mivel a piros flggvény En.x-a kisebb, mint a zdldé (vagyis mérési tartomanyt veszitiink a
fels6 részen).

Fontos azonban, hogy a fent emlitett korlatok ellenére a nagyobb hatashoz mindegyik gérbén
nagyobb koncentracio tartozik, igy a piros gérbén egy nagyobb koncentracidhoz a kék illetve a zéld

gbrbén is nagyobb ekvieffektiv koncentracio tartozik.
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Piros Kék Zold

Cao 5.5nM 0.55 yM 0.12 uM
Cso 22.6 nM 2.26 yM 3.18 yM
Ce0 = C20 17.1 nM 1.71 uyM 3.06 uM
Ce0/C20 4.1 4.1 26.5

5. tablazat. A 9. abran lathaté piros, kék és zdld E/[A] gbrbén a 20 % illetve 60 % hatashoz tartozé
koncentraciok (cy illetve cgp), valamint ezek kiildnbsége (e - C20) €S aranya (Cgo/C2o) (Kerekitett
értékek). Lathatd, hogy a kék gdrbe elsé harom adata (cao; Cso; Ceo - C20) pOntosan két
nagysagrenddel nagyobb a piros gérbe megfelelé adatainal (6sszhangban a két nagysagrenddel
nagyobb ECsy-nel), a két koncentracidarany (cgo/C2) pedig egyenlé. A mindharom paraméterben

(Emax, ECsp, n) KOIGNbGZ6 piros és z6ld gérbék minden adata (Czo; Coo; Ceo - C20; Coo/C20) kUIGNDGZE.

6.2. A nukleozid transzport gatlas okozta adenozin-szint
novekedés az A, receptorok kornyezetében tengerimalac pitvaron

Az in vivo kezelés nélkilli allatokon végzett kisérletek soran az [Ado]isr in
vitro DP és NBTI kezelés hatasara bekdvetkezd valtozasat két modszerrel
jellemeztik: a klasszikus médszerrel és az RRM-mel, mely utébbinak ez a
vizsgalat volt az elsd felhasznalasa. A klasszikus médszerrel val6 meghatarozast
azért végeztik el, hogy annak eredménye az RRM szamara ésszehasonlitasi
alapot jelentsen.

Mind a DP, mind az NBTI szignifikAnsan csdkkentette a tengerimalac bal
pitvarok nyugalmi kontrakcios erejét (6. A abra) és CPA-ra adott valaszat (7. A
abra). A nem nukleozid szerkezetli DP és a nukleozid analég NBTI k6z6s
tulajdonsaga, hogy hatékonyan géatoljak az ENT1 tipusi membranalis Ado
carriereket (6sszefoglaloként Id.: Thorn és Jarvis, 1996). Mivel metabolikusan
intakt szivben az Ado eredé aramlasa az interstitium felél a sejtek belsejébe
térténik (Deussen és mtsai, 1999), a DP és az NBTI hatasat a kontrakcios erére
€s a CPA-ra adott valaszra a NT gatlas miatti [Ado]isr emelkedésnek

tulajdonithatjuk. A felszaporodé interstitialis Ado ugyanis a myocardialis A4
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receptorok ingerlésével negativ inotrop hatast fejt ki (6. A abra), ami altal
.elhasznalja” az A receptorok negativ inotrop kapacitdsanak egy részét, igy az ezt
kovetden felvett CPA E/[A] gbrbe deprimalt lesz (7. A abra; Id.: 12.1. Egymast
kdvet6 agonista-dézisok hatadsanak megjelenése a receptorfunkcidban).

Az RRM-mel kapott becslés szerint 10 uM DP illetve NBTI hatasara az
[Ado]isr megemelkedett az izolalt tengerimalac bal pitvarokban, a tébblet Ado
koncentracié az A1 receptorok mikrokérnyezetében 16.1 nM illetve 20.4 nM CPA-
val volt ekvieffektiv (4. @ tablazat: Atlag 2 értékek). A meghatarozott CPA
koncentracidk természetesen egy pitvar esetében is atlagként értelmezendék,
mivel a pitvarok elég kiterjedtek ahhoz, hogy az [Ado]isr névekedésében
inhomogenitas fordulhasson el6 a preparatumokon belll. Mindazonaltal a kapott ¢,
értékek egyedulalléak abban a tekintetben, hogy a gyorsan metabolizal6dé Ado
vagyis egy olyan széveti kompartmentben jellemzik, amely nagy jelentéségi a
sziv ischaemiahoz és hypoxiahoz valé adaptacioja szempontjabdl, ugyanakkor
mas modszerrel nehezen kdzelitheté meg.

Mivel az RRM-mel kapott c« értekeink CPA koncentracidk, kézvetlenil nem
vethet6k 6ssze sem az [Ado]isg NT gatlas okozta ndvekedésére vonatkozé
irodalmi adatokkal (2. tablazat), sem a klasszikus médszerrel kapott Ado
koncentracidokkal. Ez okbdl Ado E/[A] gbrbe paraméterek bevonasaval a 16.1 nM
illetve 20.4 nM CPA-t 25.5 uM illetve 36.9 uM Ado-ra szamoltuk at (4. & tablazat:
Atlag 2 értékek). Korabban részletezett okokbol kifolyélag (6.1.1. A Langmuir-Hill
egyenlet hasznalhatésaga) azonban ezek az Ado koncentraciok nem az [Ado]ise
névekedését mutatjak, hanem azokat a szervkadbeli exogén Ado-szinteket,
amelyek a pitvarszévet A receptorai kozelében a kérdéses [Ado]isr ndvekedést
létre tudjak hozni. Mivel a szivizomban az exogén Ado gyorsan eliminalodik, a
szervkadbeli és a receptorkdzeli Ado koncentraciok kdzoétt feltehetden jelentés
kiilénbség alakul ki (az A receptorkdzeli [Ado]isk egy difflizid, transzport és
eliminacio altal Iétrehozott dinamikus egyensuly eredménye). Ebbdl kdvetkezéen a
CPA szintek atszamitasa Ado koncentracidkka ugyanazt a hibat viszi be az
eredményekbe, mint a klasszikus mddszer. Ezaltal az RRM CPA koncentracidinak
Ado koncentraciokra val6 atszamitasa a szakirodalmi adatokkal valo ésszevetést
ugyan nem kdnnyiti meg, viszont lehetévé teszi a klasszikus médszerrel kapott
Ado koncentracidkkal t6rténd korrekt 6sszehasonlitast.
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Az NT gatlas okozta [Ado]isr ndvekedést jellemz6 Ado koncentraciok (4. &
tablazat: Atlag 1 értékek) elemzése szerint az eredmények variabilitdsanak
hatterében az NT blokkerek kilénbdzésége all (DP vs. NBTI) és nem a két
mobdszer kdz6tti klldnbség (klasszikus mddszer vs. RRM). Ebbél az a
kdvetkeztetés vonhatd le, hogy a CPA alkalmazasa az RRM sordn nem torzitotta
lényegesen az [Ado]isk valtozasanak jellemzését, ami alatdmasztja kiindulasi
hipotézislinket. A klasszikus modszer soran ugyanis nem hasznaltunk fel mast,
csak a NT inhibitorok negativ inotrop hatasat, intakt Ado E/[A] gbrbe
paramétereket és a klasszikus Langmuir-Hill egyenletet.

A fenti eredmény felhivja a figyelmet a két NT gatldé hatasa k6zott
mutatkoz6 érdekes kiildnbségre. A DP kevésbé gyengitette a kontrakcios erét,
mint az NBTI (6. A &bra), viszont az NBTI-hez hasonl6 mértékben csdkkentette a
CPA negativ inotrop hatasat (7. A abra). Ez azzal figghet éssze, hogy a DP,
ellentétben az NBTI-vel, szamos mas hatassal is bir a NT gatlasan tul. Gatol egy
sor cAMP illetve cGMP bont6 3’,5’-ciklikus nukleotid foszfodiészterazt (PDES5,
PDE7, PDES8, PDE10, PDE11) (6sszefoglaloként Id.: Maurice és mtsai, 2003),
amely hatas a szivben altalaban 1 uM DP koncentracié felett jelentkezik (Péch és
mtsai, 1969). A DP inhibitora az ADA-nak is (Deuticke és Gerlach, 1966). Ezen
kivil a DP fokozza a hosszu szénlancu zsirsavak felvételét a cardiomyocytakba
azaltal, hogy indukalja FAT/CD36 zsirsav transzporter szarkolemmaba valo
mtsai, 2004). Erdekes, hogy eredményeink tantsaga szerint a DP NT gatlason
kivili hatasai jobban befolyasoljak a nyugalmi kontrakciés erét, mint a CPA-ra
adott valaszt. Ezzel 6sszhangban a CPA negativ inotrop hatasanak
csokkenésébdl szamitott Ado koncentraciok (RRM) nem kiildnbéztek
szignifikansan a DP és az NBTI csoportok k6z6tt, mig a nyugalmi kontrakcids eré
gyengulésébdl szamolt Ado koncentracidk (klasszikus modszer) szignifikans
kilénbséget mutattak az eltéré NT blokkoldval kezelt csoportok kézétt (Id.: 4. @
tablazat). Ennek hatterében feltehetéen az all, hogy a DP NT gatlason kivili
hatdsai jobban befolyasoljak a kontrakcios erét (amelyet tébb szignalizacids at is
meghataroz), mint az A receptorfunkcid inotrop részét.

Az in vivo kezeletlen tengerimalacokon végzett kisérleteinkbél az alabbi
kdvetkeztetéseket vontuk le. (1.) Az A; receptorok funkcionalis allapotanak

meghatarozasa egy szelektiv és relative stabil agonista E/[A] gérbéjével (akar a
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kontrakcids er6, mint valtozd, mérése mellett is) megbizhatobb adatokat szolgaltat
az [Ado]isr valtozdsaval kapcsolatban, mint a nyugalmi kontrakcios erében beallt
egyszeri valtozas detektalasa. Ennek megfeleléen az RRM megbizhatébbnak
mutatkozott, mint az egyébként azonos elvi alapokon nyugvé klasszikus modszer.
(2.) A meghatarozandétol eltérd agonista alkalmazasa az RRM soran nem
aranytarto relativ mutatokat eredményez, de a nagyobb relativ mutaté mindig a
meghatarozand6 agonista nagyobb ekvieffektiv koncentraciojat jelzi. A
megbizhatdésag érdekében bomlékony (vagy mas okbdl nehezen mérhetd)
agonista esetében sokszor érdemes lemondani az abszolut koncentraciévaltozas
meghatarozasardl és relativ jellemz6t hasznalni. Tovabba, (3.) az NBTI
alkalmasabb az NT inhibicié hatasainak tanulmanyozasahoz, mint a kevésbé
szelektiv DP.

6.3. A hyperthyreoid allapot befolyasa a nukleozid transzport
gatlas okozta adenozin-szint névekedésre a pitvari A, receptorok
kornyezetében

Az in vivo kezelt allatokon végzett kisérleteinkben az [Ado]ise NT gatlas
hatasara létrejévé valtozasat hasonlitottuk éssze eu- illetve hyperthyreoid
pitvarizomzaton. El6z8 kisérleteink kdvetkeztetéseinek megfeleléen az [Ado]ise
valtozasat az RRM segitségével jellemeztiik a CPA-ra adott inotrop valasz
valtozasa alapjan, NT inhibitornak pedig a szelektiv ENT1 gatlé NBTI-t hasznaltuk.

Az NBTI csdkkentette a CPA-ra adott valaszt mind az S, mind a T4 kezelt
pitvarokon (7. B, C abra). Mivel az NBTI szelektiv ENT1 inhibitor, a CPA
hatasanak csdkkenéséért, legalabbis részben, a felszaporodé interstitialis Ado-t
tehetjlk feleléssé. Ez arra utal, hogy a hyperthyreosis nem valtoztatia meg a NT
euthyreoid allapotban megfigyelt iranyat tengerimalac pitvaron. Ezzel
0sszhangban alakultak az RRM-mel meghatarozott c, értékek is (4. S és Ty
tablazatok).

A c,-ek értelmezése elbtt érdemes végiggondolnunk, hogy a hyperthyreosis
megvaltoztatja az Ado t6bb enzimének és transzporterének aktivitasat (Pantos és
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mtsai, 2004; Carneiro-Ramos és mtsai, 2004; Smolenski €s mtsai, 1995). Mivel
ezuttal nem hasznaltunk fel Ado E/[A] gbrbe adatokat az RRM-hez, a CPA sorsét
pedig nem befolyasoljak a vértelen pitvarszévet enzimei és transzporterei
(Gesztelyi és mtsai, 2004), a CPA E/[A] gbrbék az A, receptorok funkcionalis
allapotat tukrézték. Hyperthyreoid allapotban ugyanakkor csékken maga az A
receptorfunkcio is (Szentmikldsi és mtsai, 1992; Kaasik és mtsai, 1994; Gesztelyi
és mtsai, 2003b; Karsai és mtsai, 2007). Ez sem hamisitotta meg azonban az eu-
és a hyperthyreoid allapot RRM-mel t6rténé 6sszehasonlitasat, mert az NBTI
illetve ADA+NBTI kezelt alcsoportokat az azonos in vivo kezelt kontrollokhoz
hasonlitottuk. Az A receptorfunkcié thyreoid hormon-fliggé sajatossagai benne
foglaltatnak ugyanis a kontroll pitvarok CPA E/[A] gbrbéinek Emax, ECs0 és n
paramétereiben, amelyek a koncentracié-meghatarozé egyenletben az
alapallapotot definialtak.

A NT gatlas okozta tdbblet [Ado]isr CPA ekvivalense mintegy 2-2.5-szer
nagyobb volt a hyperthyreoid pitvarokon, mint az euthyreoidokon (4. S és T4
tablazat, NBTI kezelt alcsoportok). Ez azt sugallja, hogy (gatolatlan allapotban) az
intracellularis tér felé iranyul6, ENT1-en keresztiili Ado transzport intenzitdsa né a
T4 kezelés hatasara a j6l oxigenalt tengerimalac pitvarszévetben. A fokozott NT
hozzajarulhat az Ado és a hozza hasonléan erételjesen transzportal6dé Ado
analégok hyperthyreota szivben tapasztalt csékkent hatasahoz (Szentmiklési és
mtsai, 1992; Gesztelyi és mtsai, 2003a, 2003b; Karsai €s mtsai, 2007) azzal, hogy
csokkenti az esélyét az Ado és az extracellularis kétéhelyl Ado receptorok
kapcsol6dasanak.

Az ENT1-en keresztili Ado influx fokozodasat elméletileg a kévetkezé
valtozasok okozhatjak hyperthyreosisban: (1.) nagyobb extracellularis Ado termelé
enzim-aktivitas; (2.) nagyobb intracellularis Ado eliminalé (bont6 és/vagy
Ujrahasznositd) enzim-aktivitas; (3.) az ENT1 nagyobb részvétele a teljes NT-ban.
Ezek a lehet6ségek 6sszhangban vannak egyes korabbi megfigyelésekkel.
Carneiro-Ramos és mtsai (2004) az ekto-5’-nukleotidaz (a f6 extracellularis Ado
termel6 enzim) expresszidjanak és aktivitdsanak névekedését irtak le patkany
szivben, bar korabban Smolenski és mtsai (1995) ennek ellenkezéjét talaltak
ugyancsak patkany szivben. Masrészt viszont Smolenski és mtsai (1995) az Ado
kinaz (a fé intracellularis Ado Ujrahasznosité enzim) aktivitasanak fokozédasardl is
beszamoltak hyperthyreota patkany szivben. Az irodalmi adatok tehat fokozott
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extracellularis Ado termelésre és intracellularis Ado eliminaciéra engednek
kdvetkeztetni, ami tAmogatja hyperthyreoid myocardiumon az intenzivebb NT
fennallasat, amire eredményeink utalnak. Smolenski és mtsai (1995) az Ado
transzport maximalis kapacitasat is nagyobbnak mérték hyperthyreoid patkany
szivben. Amennyiben ezt a nagyobb transzport kapacitast az ENT1 nagyobb
kapacitasa okozna (erre vonatkozéan nem talaltunk irodalmi adatot), az az ENT1
medialta facilitalt diffuzié hyperthyreosisbeli fokozott dominancigjat mutatna az
egyszeri diffazio (illetve esetlegesen mas nukleozid transzporterek miikbdése)
fol6tt, ami szintén hozzajarulhatna a hyperthyreosisbeli intenzivebb NT-hoz
(bbvebben Id.: 12.3. Fick elsé térvényének alkalmazasa a transzmembranalis
adenozin transzportra).

Mindazonaltal, akarmi is a pontos mechanizmus, eredménylink szerint a
thyreoid hormonok nem forditjdk meg az Ado befelé mutat6 hajtéerejét. Ezt a
befelé mutatd hajtoerét elméletileg az ENT1-ével ellenkezd irdnyu transzportot
medialé koncentrativ carrierek is erésithetnék. Az altalanosan elfogadott allaspont
szerint azonban a cardiomyocytakon kizarélag ekvilibrativ nukleozid carrier, azon
belll is ENT1 taldlhaté (Conant és Jarvis, 1994). Dekanski €s mtsai (2004) szerint
ugyan a tengerimalac sziv a rajta athalad6 vérbdl koncentracio-gradiens ellenében
is képes Ado-t felvenni, ez azonban az ENT1 medialta transzporttal egyez6 iranyd.
Arra nézve semmilyen utalast nem talaltunk a szakirodalomban, hogy a
fizioldgiasnal nagyobb mennyiségi thyreoid hormonok hatasara a sejt belsejébdl
kifelé transzportald CNT-ek expresszalédnanak a szivben. Vagyis, hyperthyreota
szivben a megtartott vagy megndvekedett Ado-ra vonatkoz6 befelé mutato
hajtéerét feltehetéen megtartott vagy megndvekedett netté interstitialis Ado
termelés hozza létre.

Megerdsitve azt a feltételezéslinket, hogy az NBTI negativ inotrop
hatasaert extracellularis Ado felhalmozédas a felelés, a beadott ADA cs6kkentette
az NBTI hatasat mind a nyugalmi kontrakcios erére (6. dbra), mind a CPA-ra adott
valaszra (7. B, C abra; 3. S+T, tablazat). Relative nagy molekulamérete miatt
ugyanis az ADA nem jut at a szarkolemman (Saito és mtsai, 1981), ezért az
exogén ADA az extracellularis térben maradva az extracellularis Ado-t inozinna
dezaminalja. Az inozin inotrop hatasa elhanyagolhaté az Ado-éhoz képest (a
munkacsoport korabbi megfigyelése). Az ADA ugyanakkor nem bontja a CPA-t
(Pavan és lJzerman, 1998), amelyet az RRM-hez hasznaltunk. Az NBTI
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hatasanak teljes gatlasat feltehetéen az ADA rossz diffuziéja hiusitotta meg, amely
az ADA nagy molekulaméretének kévetkezménye. Ez megfelel Zhu és mtsai
(1992) korabbi megfigyelésének, mely szerint a hasonlé koncentracidban
alkalmazott ADA nem bontotta el teljesen még a fiziolégias mennyiségben
termel6d6 Ado-t sem tengerimalac sziv interstitiumaban.

In vivo S illetve T4 kezelt tengerimalac bal pitvaron végzett kisérleteink tehat
arra utalnak, hogy (1.) hyperthyreoid myocardiumban az ENT1 gatlasa nagyobb
interstitialis Ado akkumulaciét okoz, mint euthyreoid viszonyok k&zétt. (2.) Ennek
héatterét illetéen arra kévetkeztettlink, hogy a T4 nem valtoztatja meg a NT netto
irdnyat, s6t a hyperthyreoid pitvari cardiomyocytakon (gatolatlan allapotban)
fokozédik befelé iranyuld, ENT1-en keresztlli Ado transzport. (3.) Az RRM
evidenciat szolgaltatott arra, hogy NT blokad soran az A receptorok fokozottan
stimulalt allapotban vannak mind az eu-, mind a hyperthyreoid pitvarokon,
ugyanakkor ez az aktivacié nagyobb mértéki a hyperthyreoid preparatumokon.
Mivel az A receptorok és az altaluk inicialt folyamatok a legtébb specieszen
(k6ztlik tengerimalacban és emberben is) Iényeges részei a sziv ischaemias és
hypoxias karosoddsokkal szembeni védekezésének, az NT gatlok elérelathatdlag
fontos szerepet kapnak majd a hyperthyreota sziven folytatott tovabbi
vizsgalatokban is.
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7. Osszefoglalas

Munkank soran az [Ado]ise NT gatlas okozta valtozasanak jellemzésére két
modszert hasznaltunk fel és hasonlitottunk éssze: algebrai szamitast a Langmuir-
Hill egyenletben kifejezett klasszikus dsszefliggés alapjan, valamint
regresszidanalizist a Langmuir-Hill egyenletbdl levezetett koncentracié-
meghataroz6 egyenlet illesztése révén (,receptorial responsiveness method”:
RRM). Vizsgalataink szerint az RRM lehetbvé teszi valamely agonista (illetve
modulator) receptorkézeli koncentraciévaltozasanak jellemzését azokban az
esetekben is, amikor az agonista bomlékonysaga miatt a Langmuir-Hill egyenlet
erre nem hasznalhaté. Ennek elsésorban akkor van jelentésége, ha az adott
mébdszerrel nehéz pontosan meghatarozni. Vagyis, egy bomlékony agonista
kdzvetlenll gyakorlatilag mérhetetlen receptorkdzeli koncentraciovaltozasat egy
olyan stabil agonista ekvieffektiv koncentracibival jellemezhetjiik, amely azonos
(vagy nagyon hasonld) szignéltranszdukcioju, mint a bomlékony agonista.

Az RRM altal szolgaltatott jellemzé segitségével eltéré enzim- illetve
transzporter-aktivitasu szévetek bomlékony agonistainak koncentraciévaltozasai is
O0sszehasonlithatéak. Ismert, hogy hyperthyreoid szivben megvaltozik egy sor Ado
specifikus enzim és carrier aktivitdsa. Mivel ezek a valtozasok alig érintik a relative
stabil CPA eliminacidjat vérmentes pitvarszdveten, a NT gatlas okozta [Ado]isr
valtozast megbizhatdan kvantifikalja a CPA RRM segitségével meghatarozott
ekvieffektiv koncentracidja (cy). Eredményeink szerint hyperthyreoid pitvarokon az
NT gatlas mintegy 2-2.5-szeres cx nbvekedést okoz az euthyreoid pitvarokhoz
képest, ami az [Ado]isr nagyobb mértéki névekedését mutatja hyperthyreoid
pitvaron NT gatlé jelenlétében. Ez arra utal, hogy a hyperthyreosis nem valtoztatja
meg a NT fiziol6gias iranyat, sét a hyperthyreoid allapotra fokozott intracellularis
tér felé iranyulé NT jellemzd az euthyreoid viszonyokhoz képest.
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8. Summary

In our studies, two methods were used to characterize and compare the
change in [Ado]sr elicited by NT blockade: an algebraic calculation based on the
relationship expressed in the Langmuir-Hill equation, and a regression analysis by
fitting a concentration determining equation derived from the Langmuir-Hill
equation (,receptorial responsiveness method”: RRM). On the basis of our results,
the RRM enables the characterization of a change in concentration of an agonist
or a modulator in the microenvironment of its receptor, when the Langmuir-Hill
equation cannot be used due to degradability of the given agent. The impact of
this method stems from the fact that concentration of degradable agents is difficult
to assess in the compartment containing the receptors of the agents. By means of
the RRM, changes in concentration of degradable agents practically immeasurable
directly can be characterized by concentrations of stable agents, which have
signal-transduction similar to degradable agents in question.

With the help of the index provided by the RRM, changes in concentration
of degradable agents become comparable even between tissues with different
enzyme and transporter activities. It is well-known that several enzyme and carrier
activities are modified in the hyperthyreoid heart. Since these alterations hardly
affect elimination of CPA, a relatively stable compound in asanguineous atrial
tissue, the change in [Ado]isr accompanying NT blockade can be reliably
characterized by the equieffective concentration of CPA computed by the RRM
(cx). Our results show that NT inhibition causes an increase in ¢, approximately 2-
2.5 fold greater in hyperthyroid atria than in euthyroid ones, indicating a greater
increase in [Ado]isk elicited by NT blockade in hyperthyroid atria. It can be
concluded that hyperthyroidism does not alter the physiological direction of NT;
moreover it does enhance NT directed to the cell interior as compared to the
euthyroid condition.
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12. Fuggelek

12.1. Egymast kovet6 agonista-dézisok hatasanak megjelenése a
receptorfunkcioban

lllusztralandd a kapcsolatot egy agonista koncentracié és a receptor ennek
jelenlétében kialakul6 valaszkészsége kodzoétt, tekintsiik az alabbi egyszeri példat.
Ha CPA-t mérlnk izolalt tengerimalac bal pitvarhoz gyakorlatilag maximalis inotrop
valaszt kivaltd koncentraciéban (pl. 10 uM), a kontrakcids erd a kiindulasi érték

x—0.1x
X

mintegy 10 %-ara csdkken, vagyis a valasz -100% =90% lesz, ahol x a

kiindulasi kontrakciés erd; 0.1 x a CPA &ltal maximalisan lecs6kkentett kontrakciés
er6. Kovetkezésképp, a nyugalmi kontrakcios eré legfeljebb 0.9 x-el csdkkenthetd
az A receptorok aktivalasa révén.

Amennyiben viszont el6zéleg a pitvarhoz mérjik egy A receptor agonista
félhatasos dozisat (pl. 10 nM CPA vagy 10 uM Ado, csak ez utébbit folyamatosan
fenn kell tartani), és a kialakult kontrakcios er6t tekintjik kiindulési értéknek
(amelyik 0.55 x lesz, mert 0.45 x-et, vagyis a 0.9 x felét le kell vonni az x-bdl),

akkor az ezutan beadott 10 uM CPA hatésa csak ()Sf)x—()lx -100% = 82% lesz.

S5x
Fontos megjegyezni, hogy a 90 % és a 82 % egyarant maximalisan stimulalt A,
receptorok mellett keriiltek meghatarozasra ugyanazon a szévettipuson.

Ezen 6sszefliggés alapjan meg lehet hatarozni az elséként beadott 10 nM-
os CPA koncentraciét (illetve a folyamatosan fennallé 10 uM Ado-t, de mint 10 nM
CPA-t), mégpedig a 10 uM-os CPA koncentraciéra adott valasz csékkenésébdl
(90 % helyett 82 %). Gyakorlati szempontbdl fontos tény, hogy az Ay receptorok
deszenzitizacidja lassu, 6rakig nem szamottevd (Longabaugh és mtsai, 1989;
Baker és mtsai, 2000), igy figyelmen kivil hagyhato.
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12.2. A koncentraciéo-meghatarozo egyenlet levezetése

12.2.1. Levezetés egy kontrakcios erét cs6kkentd receptorvalaszbdl
kiindulva

Tekintslink egy nyugalmi allapotaban allandé nagysagu kontrakciokat
generald biolégiai rendszert, valamint egy agonistat, amely specifikus receptorhoz
kétédve csOkkenti az 6sszehuzdédasok amplitudojat (kontrakcids erd). A rendszer
nyugalmi kontrakcids ereje (F,) az agonista egy altalunk bemért c.4

Ve

meghatarozhatjuk, mint a kiindulasi eré szazalékos cs6kkenését:

Emizzl%;;}Zd'100(96) [a]
0

Vizsgéljuk meg azt az esetet, amikor a rendszer az adott agonista egy ¢,
és kiindulasi erének a ¢, jelenlétében kialakult F, -et vesszik, a c,; bemérése utan
beallt F,..a erébél csak torzult valaszt (E’) szdmolhatunk (a torzitatlan hatast
ugyanis a szintén ismeretlen Fy-bdl és a (c.+c.qs) koncentraciébdl lehetne

megkapni):

F._—F 100F,
E =% ") 160=100-___ ¥t [2a]
F F

X X

Az F, és az F(,..q kifejezhetbk a c, és a (¢ +cqqa) Koncentraciok (torzitatlan)
hatasaibdl, E, -bbl és E,..q) -bol:

F,-F , Fy = Fiiia B
E,==0_"X.100 és E(Wd)zu-mo ; ezekbdl:
F, Ky
F, E
F =F.—-E -9 —F .|1=-2x
S T ( 100) [3a]
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F, E(x+ad)
F, =F,-E el ONN  Ess 4a
(x+ad) 0 (x+ad) 100 0 ( 100 [ ]

A [3a] és [4a] egyenletbdl az F, és F ..., beirhatok a [2a] egyenletbe:

E
100F, {1— (xrad) j

100 100—-E 100-{100—-E
E'=100- =100—— D _100— ( san) [5a]

(i E _E, 100-E,

U 100 100
Az E, és az E...q kifejezhetbk a Langmuir-Hill egyenlet segitségével a
létrehoz6 koncentraciokbdl /c, és (c.+cqq)/, valamint az adott agonista és receptora
kapcsolatat leir6 paraméterekbdl:
C;: A (Cx + Cad )n 2
E, =E . Ta es E(x+ad) = E o n n [63.] €s [73.]
c, +ECs, (cx +cad) + ECy,

Mivel a c,-et és a c,4-0t ugyanazon agonista koncentracidinak tekintettik, a
[6a] és [7a] egyenletben szerepld E,..., ECs) és n paramétereket azonosak. A [63]
és [7a] egyenletbdl az E, és az E,..q beirhatdk az [5a] egyenletbe, igy E’
visszavezetheté a bemért koncentraciéra (c.q), valamint konstans paraméterekre

(Cx ’ Emax ; EC50 , n):

(cx + Cud )”
(Cx + Cad )” + ECSHO

n
C

100-E, - S
¢! +ECqg,

100-(100—Emax-

E'=100-

Vagyis, a koncentracio-meghatarozo egyenlethez jutottunk (Id.: 2.5.
Koncentraciovaltozas becslése koncentracio-hatas goérbe regresszidanalizisével).
A koncentracié-meghatarozé egyenlet eqgy E/[A] gérbe adatainak elemzésekor
meghatarozhatdva teszi a rendszer ismeretlen ¢, elézetes agonista-tartalmat (és
ebbdl a szintén ismeretlen F, nyugalmi kontrakcios erét) a kiindulasi erébél (F,)
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szamolt hatas (E’) és az agonista-rendszer kapcsolat jellemzéi (E,..., ECso, n)
segitségével. Ha az E’/c,; gbrbéhez rendelkeziink a neki megfelelé E/c,, gdrbe
E..x, ECs9 és n paramétereivel, vagyis az intakt E/[A] kapcsolat azonos
kérilmények kdzott meghatarozott jellemzéivel, ezeket beirhatjuk a koncentracié-
meghataroz6 egyenletbe. Ha ezutan a koncentracié-meghatarozé egyenletet
illesztjik az E’ — c,4 pontokra, megkaphatjuk a c, -et, mint regresszids paramétert
(Gesztelyi és mtsai, 2004). Fontos szem elétt tartani, hogy amennyiben a
koncentracié-meghatarozé egyenletet a fenti formajaban kivanjuk illeszteni, a
kontrakcios er6 csdkkenését az E’/c,, gbrbe kiindulasi kontrakcids erejének

szazalékaban kell megadni, mint hatast.
12.2.2. Levezetés altalanos esetbdl kiindulva

A koncentraci6o-meghataroz6 egyenlet nem tartalmazza a levezetés
kezdetén hasznalt rendszerspecifikus kontrakciés eréket, ami arra utal, hogy
altalanos dsszefliggéshez jutottunk. Ennek demonstralasara elvégezzik a
levezetést altalanos esetbdl kiindulva is.

Jellemezzik egy receptor mikddését egy Z kimeneti valtozoval, amely Z,,
€S Z.. értékek kdzott valtozhat, Z,... - Z,.., tehat a receptorfunkcio teljes
kapacitasa. Tekintsink egy agonistat, amelynek egy altalunk bemért c.,
koncentracibja Z,,, -rél Z,,-ra néveli a Z értékét. A ¢, jelenlétében tehat a
receptorfunkci6 valtozasa Z,, - Z,... lesz, amelybdl a valaszt (E,,) a teljes mikddési

kapacitas szazalékaban fejezzik ki:

Z -7 .
E , =4 _Zmin_ 100 (% 1b
ad Z —Z- ( ) [ ]

max min

Vizsgaljuk meg azt az esetet, amikor ugy mérjik be a c,;-ot, hogy a
tartalmazta, tehat a Z kiindulasi értéke Z, volt. Ha mind a ¢, -et, mind a hatasat
figyelmen kivul hagyjuk, a c.; jelenlétében kialakul6 Z ... -b6l a receptorfunkcié
valtozasat Z .4 - Z. formaban szamoljuk és ezt nem a teljes, hanem egy Z,... - Z.
kiindulasi kapacitas szazalékaban fejezzUk ki, ami egy torzult hatast (E’)

eredményez:
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Z -7
E/ _ (x+ad) x 100

A Z1aa) €S @ Z, Kifejezhetbk a (c,+cqq) €S a ¢, koncentraciok (torzitatlan)

hatasaibdl (E+aa) €S E,):

z x+a _Zmin P Z -7 v
Eppraty = 04700 100 s E, =% M .100 ; ezekbdl:
Zmax _Zmin Zmax _Zmin
E z . —Z ) E-(z -Z_)
(x+ad) max min A — x
Zixrad) = . 100 +Znn €8 Z,= ngO T+ Z in

A [3b] és [4b] egyenletekbdl Z ..., és Z, beirhatok a [2b] egyenletbe:

E(x+ad) ’ (Zmax _Zmin) +7 Ex ’ (Zmax - Zmin) _ )

: 100 o 100 -
E'= -100
Zmax _ Ex ) (Zmax _Zrnin)_Zmin
100
E'= E(x+ad) ) (Zmax - Zmin)_ E,- (Zmax _Zmin) _ E(x+ad) —-E,
(Z -7 . )_Ex'(Zmax_Zmin) _ Ex

max min 100 100

_100E ;s ~100E, _10000~100E, ~10000+100E . 49
100—E, 100- E,

E_umﬂm»EQ—moﬁm—ammk_o 100- (100~ E ., 00y )
- 100—E, - 100—E,

A [5b] egyenlet jobb oldala megegyezik az [5a] egyenlet jobb oldalaval,

[2b]

[3b] és [4b]

[5b]

innentdl az E’ kifejezése a ¢, , cua, Enax , ECs0 €S n mennyiségekkel ugyanaz, mint

amit a kontrakcios erét csdkkentd receptorvalaszbdl kiindulva lathattunk.

Amennyiben tehat a koncentracié-meghatarozé egyenletet gorbeillesztésre

hasznaljuk, a hatast kifejezhetjik egy tetszéleges receptorfunkcié kiindulasi
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értékhez képesti valtozasanak a receptorfunkcid kiindulasi kapacitasara
vonatkoztatott szdzalékéban is.

12.3. Fick elso6 torvényének alkalmazasa a transzmembranalis

adenozin transzportra

Fick elsé térvénye szerint egy (egyszeri vagy facilitalt) diffazié révén A
keresztmetszeten athaladd n anyagmennyiség egyenlé a D diffuzidallando, az A
keresztmetszet, az aramlas iranyaba esé Ac/l koncentraciogradiens (I tavolsagon
AC=Cpagyoni - Crisers KONCENtraciokildnbség moél/m3-ben kifejezve) és a r aramléasi id6

szorzataval:

n=DA—t

A szorzatot megfeleléen atrendezve az Ohm térvénnyel analég
Osszefliggést kapunk, ahol I az aramlas eréssége, U a hajtéerd, R pedig az

aramlassal szembeni ellenallas:

Tudjuk, hogy megfelel6 tapanyag és oxigénellatas mellett, valamint
egyenletes (és nem extrém nagy) terhelés esetén egy cardiomyocytaba idében
nagyjabol allandé Ado mennyiség Iép be (déntéen vagy kizarélag) ENT1-en
keresztll. Az ENT1 NBTI altali gatlasa az R=I/DA ndvekedéseként jelentkezik,
amelynek hataséara csékken az I=n/t. Mivel az NBTI nem befolyasolja az Ado
termel§ illetve eliminélé enzimek aktivitdsat, a kisebb befelé iranyul6 I miatt
extracellularis Ado-szint névekedés és intracellularis Ado-szint csdkkenés alakul
ki. A transzmembran Ado koncentraciokllénbség ndvekedése azonban néveli az
U=Ac hajtoer6t, vagyis I a kezdeti csdkkenés utan néni kezd. Az Uj egyensuly

akkor all be, amikor az idéegység alatt termelt extracellularis Ado-tdébblet gatolt
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ENT1 mellett is id6egység alatt teljes egészében atlép a szarkolemman, vagyis az
I visszaall a kiindulasi (vagy ahhoz kdzeli) szintre. Egyensulyban az [Ado]isr
allandésul, melyet a kontrakcids er6 stabilizalédasa jelez.

Hyperthyreoid preparatumainkon az ENT1 gatlasa nagyobb [Ado]isk
névekedést okozott, mint az euthyreoidokon. Mivel az [Ado]isr ndvekedést hasonld
mértéka intracellularis Ado-szint cs6kkenés kiséri, ez azt jelenti, hogy gatolt ENT1
mellett a hyperthyreoid pitvarokon nagyobb U=Ac hajtéerd sziikséges az eredeti I
fenntartdsahoz, mint az euthyreoidokon. Fick elsé térvénye alapjan ezt a
kovetkez6 (egymast ki nem zard) valtozasok okozhatjak a hyperthyreoid
pitvarokban:

(1.) Nagyobb nett6 extracellularis Ado termelés és vele 6sszefliggd
nagyobb netté intracellularis Ado eliminacio (ezek szamértéke egyensulyban
szilkségszeriien egyenld, ugyanis egyensulyban annyi Ado eliminalédik, amennyi
termel6dik). Ennek oka lehet:

a) nagyobb extracellularis Ado termel6 enzim-aktivitas;
b) nagyobb intracellularis Ado eliminalé enzim-aktivitas.

(2.) Az ENT1 nagyobb részesedése a teljes NT-bol. Ha ugyanis az ENT1
medialta transzport nagyobb aranyu a hyperthyreoid szivben, akkor az NBTI
nagyobb ellenallas-ndvekedést okoz, tehat nagyobb hajtéer6-névekedésre van
szUkség az aramerdsseg visszaallitdsdhoz. Ha tengerimalac bal pitvaron csak
ENT1 talalhatd, akkor az egyszer( transzmembrandlis diffuzié jelenti az alternativ
utat. Ha egyéb tipusu transzporterek is el6fordulnak, ezek jelenléte nem jelent elvi
valtozast a fent leirtakhoz képest, még ha koncentrativ miikbdésiek is. Egy, a
koncentracidgradienst néveld koncentrativ transzport csak ndveli az inward
ekvilibrativ transzport intenzitasat. Egy, a koncentraciégradienst csékkentd
koncentrativ transzport ugyan csdkkenti az inward ekvilibrativ transzportot,
esetlinkben azonban nem sziintethette meg (illetve nem fordithatta meg), hiszen
az NBTI extracellularis Ado felhalmozd6dast okozott, ami inward ENT1-en

keresztili fluxust jelez.
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13. Koszonetnyilvanitas

Koszdnetemet fejezem ki elséként témavezetémnek, Dr. Tésaki Arpad
egyetemi tanarnak (DE OEC Gydgyszerhatastani Tanszék) munkam iranyitasaért,
szakmai tanacsaiért és az értekezés alapjaul szolgal6 kézlemények megirasaban

nyujtott segitségéért.

Készéném Dr. Gesztelyi Rudolf egyetemi tanarsegéd (DE OEC
Gyégyszerhatastani Tanszék) segitségét kisérletes és elméleti munkam soran.

Kbészdndm Szab6 Gergb rezidensnek (DE OEC Gyogyszerhatastani

Tanszék) kéziratom elolvasasat és azzal kapcsolatban tett javaslatait.

K&szondm Dr. Pintér Akos egyetemi docensnek (DE TEK Matematikai
Intézet) a regresszidanalizishez hasznalt egyenlet altalanos esetre vald

értelmezésében nyujtott segitségét.

Készdnettel tartozom korabbi munkahelyem vezet6jének, Dr. Trestyanszky
Zoltan fé6gyogyszerésznek (DE OEC Egyetemi Gyogyszertar) munkam ideje alatt

tandsitott tirelméert.
Készdndm végull Dr. Szentmiklosi Jézsef egyetemi docensnek (DE OEC

Farmakol6giai és Farmakoterapiai Intézet), hogy lehetévé tette kisérletes munkam
elvégzését az altala vezetett Keringésfarmakologiai Laboratériumban.
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