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1. Bevezetés és célkituizés

PhD munkam soran a munkacsoportunk altal korabban kifejlesztett, az A1 adenozin
receptor (A1 receptor) adenozinra vonatkozd receptor rezervjét kvalitative meghatarozni
képes modszert validaltam szamitogépes szimulacids eljarassal, majd a vizsgalat eredményei
alapjan megfogalmazott 0j hipotézisiinket teszteltem egy izolalt tengerimalac bal pitvaron
végzett vizsgalattal. Az alkalmazott kisérleti elrendezés korabbi fejlesztés eredménye volt
(Kiss és mtsai, 2013), melynek soran munkacsoportunknak eldszor sikeriilt meghatarozni az
adenozin, mint gyorsan metabolizalod6 endogén agonista a receptor rezervjét a tengerimalac
bal pitvaron mért direkt negativ inotrop hatas tekintetében (vagyis ami elézetes f-adrenerg

stimulacid nélkiil valthato ki).

A receptor rezerv egy agonista & a hozzd tartozd receptoridlis rendszer
kapcsolodasanak valasz-indukald képességét jellemzi. Receptor rezervrdl akkor beszéliink,
ha az adott agonista az adott szOveten az Osszesnél kevesebb (vagyis szubmaximalis
mennyiségii) receptor ingerlésével is ki tudja valtani a maximalis hatast (Ruffolo, 1982;
Giraldo és mtsai, 2002; Dhalla és mtsai, 2003; Kenakin, 2018). A receptor rezerv megitélése
soran harom dolgot kell figyelembe venni: az egyik az agonista, a masik az adott szovetre
jellemz6 receptorialis rendszer (receptor stirliség, jelatviteli itvonalak), a harmadik pedig a
kivaltott hatas jellege (Brown és Goldstein, 1986; Srinivas és mtsai, 1997). Vesziink tehat
egy agonistat €s egy szovetet (ami tartalmazza a megfeleld receptort), kivalasztjuk a mérendd
hatast, majd megvalasztjuk a modszert, amivel a receptor rezervet meg akarjuk hatdrozni.
Koncentracio-hatas (E/c) gorbét vesziink fel el6szor az eredeti receptorszam mellett, majd az
ingerelhetd receptorok szamanak irreverzibilis csokkentése utan. Az igy nyert adatokbol
meghatarozhato az adott modszerrel az adott agonistara, szovetre és hatasra jellemz6 receptor
rezerv. A receptor rezervre vonatkozo informaciok megszerzése hasznos a kiilonb6zo
agonistak altal kivaltott kiilonboz6 hatdsok mértékének eldrejelzésében. Ha a receptor rezerv
kicsi, kizardlag a nagy hatékonysdgu agonistak valtanak ki érdemleges vélaszt, mig nagy
receptor rezerv esetén a parcidlis agonistak is maximalis(hoz kozeli) hatast eredményeznek
(Albrecht-Kiipper és mtsai, 2012; Greene és mtsai, 2016).

A munkacsoportunk egy korabbi tanulmanyaban meghatarozta a NECA (5'-(N-
ethylcarboxamido)adenosine), a CPA (N®-cyclopentyladenosine) és a CHA (N°-
cyclohexyladenosine) (harom szintetikus, hosszu félélet-idejii A1 receptor agonista) altal

kivaltott direkt negativ inotrop hatashoz tartozo receptor rezervet tengerimalac bal pitvaron



(Gesztelyi és mtsai, 2013). Ezen kisérlet soran FSCPX (8-cyclopentyl-N3-[3-(4-
(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N*-propylxanthine; irreverzibilis  A:  receptor
antagonista) hianyaban és jelenlétében kertiiltek felvételre az E/c gérbék a harom agonistaval.
Az FSCPX-et kifejlesztése utan (Scammels €s mtsai; 1994) szdmos vizsgalatban hasznaltak
szelektiv és irreverzibilis A1 receptor antagonistaként (Srinivas és mtsai, 1996, 1997; Morey
és mtsai; 1998; Baker és mtsai; 2000; Lorenzen és mtsai, 2002; Bozarov és mtsai, 2009;
Gesztelyi és mtsai, 2013; Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai; 2014). Stabil, szintetikus full
agonistak (példaul CPA) esetén az Ai receptor rezerv sikeresen meghatarozhat6 volt az
agonizmus operativ modelljével és a Furchgott modszerrel, melyek kvantitativ eredményt
adnak. A munkacsoport a harom vizsgalt agonistaval nagy A receptor rezerv értékeket
hatarozott meg a direkt negativ inotrop hatas tekintetében (Gesztelyi és mtsai, 2013).

A Furchgott médszer szerint az FSCPX az A: receptorok koriilbeliil 80—90%-at
inaktivalta. Az FSCPX ugyanakkor csak jobbra tolodast eredményezett az agonistak E/c
gorbéjén, mintha az FSCPX kompetitiv antagonista lenne (Gesztelyi és mtsai, 2013). E
vizsgalat soran azonban nem sikeriilt meghatarozni az adenozin (mint fiziologias agonista)
Az receptor rezervjét az altala kivaltott direkt negativ inotrop hatés tekintetében sem az
operativ modellel, sem Furchgott médszerével. Ezt valoszintileg az adenozin tal révid
felezési ideje okozta (az adott ex vivo kisérleti elrendezés id6-viszonyaihoz képest), ami
okbol kifolyolag a receptor rezerv meghatdrozdsa komoly kihivast jelent gyorsan
metabolizal6 agonistak, mint példaul az adenozin esetében.

Az adenozin a purin metabolizmuséanak ubikviter molekulaja, ezért szdmos enzim és
carrier szubsztratja. Az A1 receptor az 6si €s mindeniitt jelen 1évé, G-proteinhez kapcsolt
adenozin receptor csalad tagja, amely szinte minden szdvetben komplex szabalyozo
funkciokat 1at el (Burnstock és mtsai, 2010; Burnstock és Pelleg; 2015; Fredholm és mtsai,
2019). Az adenozin receptorok széles korti eléfordulasa, valamint a receptorok kétdhelyének
sejten kivilrél vald megkozelithet6sége miatt az extracellularis adenozin koncentracio
kozponti szerepet jatszik a szervezet funkcidinak szabalyozasaban (elsdsorban koros
viszonyok kozepette). Szoveti karosodas €s metabolikus stressz soran az extracellularis
adenozin koncentracid megnd, ezzel 6sszhangban az adenozin receptorok elsdsorban védo €s
regenerald hatasokat kozvetitenek, részt vesznek szamos betegség lefolyasanak
modulalasaban (Fredholm és mtsai, 2001, 2011b; Burnstock és Pelleg, 2015; Peleli és mtsai,
2017). A cardiomyocytak f6 adenozin receptor tipusa az A1 receptor, ami gyors és erds

kardioprotektiv hatasokat (melyek korlatozzak az energiafogyasztast, pl. negativ inotrop



hatas), valamint adaptiv folyamatokat (pl. ischaemias prekondicionalas) indit be (Headrick
és mtsai, 2003, 2011, 2013; Lasley, 2018; Fredholm és mtsai; 2019). Ezért fontos
megvizsgalni az adenozin pontos szerepét az Ai receptor kozvetitette adenozinerg
mechanizmusokban az egész szervezetre nézve, melyhez pontos és megbizhato E/c adatok
sziikségesek.

A receptor rezerv meghatarozasara hasznalt 6sszes kvantitativ modszer alapja preciz
E/c gorbék meghatarozasa, ami azt jelenti, hogy az E/c gorbe felépitésekor lehetbleg
egyensulyi allapot alljon fent az agonista €s a receptor kozott, ez azonban rovid félélet-idejli
agonistak esetén nehezen teljesithetd. Ezen kiviil a valos receptorkdrnyéki adenozin-szintet
nehéz kiszamitani vagy mérni, mivel a legtobb szovet, beleértve a myocardiumot is, gyorsan
eliminalja az adenozint (Karsai és mtsai, 2006; Ramakers és mtsai, 2008). Noha az E/c
gorbék meghatdrozasdhoz hasznalt exogén adenozin gyors eliminacidja gatolhatd, a gatlas
miatti endogén adenozin akkumulacid torzithatja az eredményt. A probléma megoldasara
munkacsoportunk olyan eljarast fejlesztett ki, melynek segitségével ez a torzulas
matematikailag korrigalhat6, majd kvalitativ modon a receptor rezerv meghatarozhato (Kiss
¢s mtsai, 2013). Az Uj eljaras alapja a receptorialis valaszkészség modszer (RRM), amelyet
munkacsoportunk korabban azért fejlesztett Ki, hogy (bizonyos koriilmények kozott)
mennyiségileg meghatarozhatova valjon egy agonista koncentracioja a receptorok
mikrokdrnyezetében (Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a, 2010b).

A receptor rezerv meghatarozasra kifejlesztett korabbi modszerekkel (Morey és
mtsai, 1998; Srinivas €s mtsai, 1997; Gesztelyi és mtsai, 2013) ellentétben tehat a
munkacsoport nitrobenzylthioinosine (NBTI) alkalmazasat vezette be a kisérleti protokollba.
Az NBTI az ekvilibrativ és NBTI-érzékeny nukleozid transzporter (ENT1 avagy SLC29A1)
szelektiv inhibitora (Thorn és Jarvis, 1996). Mivel a fizioldgids adenozin transzport a
sejtekbe iranyul (Deussen ¢és mitsai; 1999, 2006; Karsai és mtsai, 2006), az NBTI
megakadalyozza az E/c gorbe felvétele soran beadott adenozin felvételét €s intracellularis
eliminéciojat, elegendd i1d6t hagyva az exogén adenozinnak a hatas kifejtésére. A modszer
megoldando hatuliitdje, hogy az NBTI megakadalyozza az endogén adenozin sejtekbe jutasat
és intracellularis eliminaciojat is, ami az interstitialis adenozin koncentracié novekedéséhez
vezet. Fontos szempont, hogy ez utobbi jelenség mar az adenozin E/c gorbe felvétele elott
megtorténik (és természetesen a kisérlet soran végig fennall, amig az NBTI jelen van). Mivel
az NBTI altal felhalmozott tobblet endogén adenozin még az E/c gorbe felvétele eldtt
elhasznalja az A: receptorok (és a jelatviteliik) valaszképességének egy részét, az exogén

adenozinra adott valasz, pontosabban, amit az E/c gorbe mutat, csokken. Ezért az NBTI



jelenlétében generalt adenozin E/c gorbék hatas (y) értékeit korrigalni kell arra a torzito
hatasra, amelyet az interstitiumbeli tobblet endogén adenozin okoz. Ez ugy torténik, hogy az
RRM-mel meghatarozzuk a tobblet interstitialis adenozin egyenértékét (ha CPA-t hasznalunk
a tobblet endogén adenozin meghatarozasahoz felvett E/c gorbékhez, az ekvieffektiv CPA
koncentraciot), majd az RRM egyenletébol kiindulva meghatarozzuk a kérdéses torzult E/c
gorbe torzitatlan hatas értékeit. Ez a rekonstrualt E/c gorbe jellegzetes modon az endogén
tobblet adenozin hatasaval indul (ami 10 uM NBTI jelenléte esetén cleve jelentds érték).
Amennyiben a rovid féléletidejii adenozin NBTI mellett felvett E/c gorbéjét korrigaljuk, a
rekonstrudlt E/c gorbe x tengelyén — informacié hijan — csak az exogén adenozin
koncentracioja tiintethetd fel. A korrigalt gorbérdl leolvashaté maximalis hatas érték azonban
korrekt lesz, ennek irreverzibilis antagonista okozta csokkenése — vagy ennek hianya —
ranézésre megallapithatd, vagyis a receptor rezerv megléte — vagy hidnya — kvalitative
kimondhat6 (Kiss és mtsai, 2013).

Az adenozin E/c gorbék felvételekor FSCPX-et hasznaltunk, mint irreverzibilis Ax
receptor antagonistat, hasonldan a stabil agonistak receptor rezervjének meghatarozasahoz.
Veliik ellentétben azonban az adenozin E/c gorbék felvétele NBTI jelenlétében kell torténjen.
A receptor rezerv kvalitativ modszerrel torténd meghatdrozasanak folyamata soran
munkacsoportunk azt a meglep6 jelenséget tapasztalta, hogy NBTI jelenlétében az FSCPX
elokezelés novelni latszott az adenozinra adott valaszt (az FSCPX+NBTI kezelt adenozin E/c
gorbék Osszehasonlitasakor a kizardlag NBTI kezelt adenozin E/c gorbével). Ezt a
farmakologiai paradoxont ekkor a munkacsoport azzal magyarazta, hogy az FSCPX (mint
irreverzibilis A1 receptor antagonista) gatolta a tobblet interstitialis endogén adenozin A
receptorra kifejtett hatasat, igy részben kivédte a tobblet endogén adenozin okozta torzulast
(még mieldtt az exogén adenozint a rendszerbe juttattuk volna) (Kiss €s mtsai, 2013; Pak és
mtsai, 2014).

PhD munkam els6 célja az volt, hogy in silico modszerekkel validaljam az adenozin
receptor rezerv mérésére korabban kifejlesztett modszert (Kiss és mtsai, 2013). Ehhez a
munkacsoport egy korabbi vizsgalatanak ex vivo felvett E/c gorbéit hasznaltuk fel (Pak és
mtsai, 2014). A szimulacié soran arra torekedtiink, hogy az in silico E/c gorbék alakja és
lefutasa az eredeti ex vivo E/c gorbékéhez minél hasonlobb legyen. Az egyértelmiiség
kedvéért (vagyis hogy ranézésre eldonthetd legyen, hogy az ex vivo vagy az in silico
vizsgélatrdl van-e sz0) az eredeti E/c gdrbékhez hasznalt adenozint és CPA-t a szimulalt
gorbék esetében A és B agonistanak neveztiik, mig az FSCPX-et és az NBTI-t mint

irreverzibilis antagonistat (IA) és transzport inhibitort (T1) tiintettiik fel. Az in silico vizsgalat



soran azonban — nem vart médon — interakcié gyantija meriilt fel az FSCPX és az NBTI
kozott. Emiatt PhD munkam masodik célja egy olyan ex vivo vizsgalat megtervezése és

kivitelezése lett, amelyben ez az esetleges interakcié megerdsithetd vagy kizarhato.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A purinerg transzmisszio

A purinerg jelatvitelben szerepet jatszo receptorokat két részre osztjak és P1, illetve
P2 receptor csaladoknak nevezik (1. abra) (Burnstock, 2007). A P1 vagy adenozin
receptorokon beliil a Nemzetkézi Farmakologiai Tarsasag (IUPHAR) négy altipust
kiilonboztet meg: A1, Aza, A2 és Az, melyek mind G-protein kapcsolt receptorok (2. abra)
(Fredholm és mtsai, 2011a, 2019; Alexander és mtsai, 2011). A P2 csoport (nukleotid
receptorok) tovabb oszthatdo a P2Y és P2X receptor csaladokra (1. abra) (Abbracchio és
mtsai, 2006; Khakh és mtsai, 2001; Jacobson és Miiller, 2016). A P2Y csalad nyolc
kiilonb6z6é G-fehérjéhez kapcesolt receptor tipust foglal magéaba és mindegyik sajat agonista
profillal rendelkezik: P2Y1 (ADP altal aktivalt), P2Y2 (ATP, UTP), P2Y4 (UTP), P2Y6
(UDP), P2Y11 (ATP), P2Y12 (ADP), P2Y13 (ADP) és P2Y 14 (UDP, UDP-gliik6z, UDP-
galaktoz) (Rafehi és mtsai, 2018). A P2X csalad homotrimer vagy heterotrimer ATP-
kapuzott ioncsatorna receptorokat olel fel. A csalad tagjai hét kiilonb6z6 alegység (P2X1 -
P2X7) kombinaci6ibol allnak (Khakh és mtsai, 2001; Habermacher és mtsai, 2016).
Metabolikus kapcsolat van a P1 és P2 receptor agonistdk kozott, mivel a nukleotidokat

ektonukleotiddzok nukleozidokka (pl. adenozinna) hidrolizaljak (1. abra).

P2Y receptorok
Receptor altipustol
2 fiizgo modon killonbozo
Tntracelluliris t4 P2X receptor > c . P1 receptorck vagy
slulans ter ATP dlal ktivaly ~klectidokdltal akbivalt e ceptorok
Adenozmm altal aktrvalt

1. abra. Purinoreceptorok és endogén ligandjaik (Miiller és mtsai, 2020)



A purinerg rendszert a legszéleskoriibb autokrin és parakrin jelatvitelnek tekintik,
mivel a purinoreceptorokat minden fobb szdvettipusban azonositottak és olyan valtozatos
folyamatokban vesznek részt, mint a szekrécid, a sejtek szaporodasa, sejthalal,
immunvalaszok, gyulladas, fajdalom, vazoregulacié és a hemosztazis. A purinoreceptorok
olyan sok élettani és koros folyamatot szabalyoznak, hogy a tudomanyos vilag is felfigyelt
rajuk €s gyogyszer-targetként vizsgaltak dket. Tobbrol kideriilt, hogy klinikailag is fontos
szerepet jatszanak (Herbert és Savi, 2003). A purinoreceptorok filogenetikailag 6siek, ennek
megfeleléen a human szoveteken tul megtalalhatoak minden laboratoriumban hasznalt
szervezetben: egér, patkany, csirke, Xenopus laevis, zebrahal, s6t amébaban is (Fountain és
mtsai, 2007; Burnstock, 2007). Az adenozin receptorok aktivalodasa stabilizalja az adott
szovet energiahaztartasat, csokkenti a szoveti karosodast és a remodellinget, igy az adenozin
receptorok vizsgalata nagy jelentdséggel bir. Nem kivétel ez alol a cardiovascularis
farmakologia sem, ahol egyre tobb adenozin receptor agonistat fejlesztenek ki és
folyamatosan zajlik az 0j indikacios lehetOségek keresése (Miiller és Jacobson, 2011;
Szentmiklési €s mtsai, 2011a; Headrick és mtsai, 2011; Albrecht-Kiipper €s mtsai, 2012;
Burnstock, 2017; Geldenhuys és mtsai 2017; Deb és mtsai 2019; Jacobson és mtsai, 2019;
Borah és mtsai 2019; Jacobson és Reitman, 2020).
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2. abra. Az adenozin metabolizmusa, transzportja és harom legfontosabb receptora

(Jacobson és Reitman, 2020)

2.2. Az adenozin szintézise, metabolizmusa, receptorai

Az adenozin egy természetes purin-nukleozid, amelyben a nukleobazis az adenin,



melyhez glikozidos kotéssel egy riboz kapcsolodik. Az adenozin fiziologias koriilmények
kozott folyamatosan termelddik, de nem til nagy mennyiségben (Shryock és Belardinelli,
1997; Fredholm ¢és mtsai, 2001). Az adenozin fontos jelzémolekuldja a szervezet
energiaforgalmaban bekovetkezd valtozasoknak, hiszen az ATP (a f6 energiahordozo
molekula) metabolitja. Az intracellularis ATP elengedhetetlen forrasa az energiaigényes
folyamatoknak, példaul az aktiv transzportnak, a bioszintézisek jelentds részének, a sejtek
mozgasanak és az ingerlékeny sejtek membranpotencialjanak (Yegutkin és mtsai, 2008).

Ha felborul az egyenstly az ATP eldallitasa és felhasznalasa kozott, példaul a sejtek
kimertiilése, hypoxia és ischaemia sordn, az adenozin felhalmozddik (Saito és mtsai, 1999;
Camici és mtsai, 2018).

Az adenozin eldallitasa torténhet mind az intracellularis, mind az extracellularis
térben. A sejten beliil féleg ATP, ADP, AMP és cAMP enzimatikus bontasabol keletkezik,
melyeket endo-5-nukleotidazok és egyéb alkalikus foszfatazok hajtanak végre. Adenozin
intracellularisan keletkezhet S-adenozil-homociszteinb6l (SAH) az intracellularis S-
adenozil-L-homocisztein-hidrolaz enzim révén (Reiss és mtsai, 2019). Extracellularisan
adenozin az ekto-5’nukleotidazok és az ekto-apirazok miikodésének koszonhetden jon létre
ATP-bol. Az ekto-5" nukleotidazok kozé tartozik a CD39 és CD73 enzim is. A CD39 ADP-
n keresztiil AMP-t allit el6, amit a CD73 képes adenozinna alakit (Maliszewski és mtsai,
1994; Kaczmarek és mtsai, 1996; Fredholm és mtsai, 2001, 2011b; Bono és mtsai, 2015;
Borea és mtsai, 2018) (2. 4bra).

Megfeleld szoveti energiaellatottag esetén az adenozin dontéen AMP-v¢é alakul az
adenozin-kinaz (ADK) révén, kisebb részben inozinna bomlik adenozin dezaminaz (ADA)
kozremiikodésével (melynek van intracellularis és extracellularis formaja is) (Antonioli és
mtsai, 2007; Boison, 2013) (2. abra). Az intracellularis és az extracellularis adenozin
koncentraci6 egyensulyban van, melyért kiilonboz6 aktiv €s passziv transzporterek felelnek.

Az adenozin plazmamembranon keresztiili transzportjara az egyik lehetdséget a
koncentrativ nukleozid transzporterek (CNT1, CNT2, CNT3), a masikat az ekvilibrativ
nukleozid transzporterek (ENTL1, ENT2, ENT3) jelentik.

Az ENT-ek passziv kétirAnya transzporterek, mig a CNT-k aktiv, Na*-fiiggd
transzporterek. Dontéen az ENT-ek feleldsek az adenozin eloszlasaért az emlds szovetekben,
a myocardiumban is elsésorban ezek talalhatoak (Latini és mtsai, 2001; Blackburn és mtsai,
2009; Sheth és mtsai, 2014; Pastor-Anglada és Pérez-Torras, 2018). Az ENT1 a myocardium
legjellemzdbb adenozin transzportere, szelektiv gatloja az NBTI (Conant és Jarvis, 1991) (2.

abra). Ennek tiikrében elmondhatjuk, hogy a cardiomyocytak nukleozid transzportjat az



adenozin extra- ¢s intracellularis koncentracié kiilonbsége hatarozza meg, ami fiziologias
esetben a sejtbe iranyul (Deussen és mtsai, 1999; Deussen, 2000a, 2000b).

Fiziologiasan az adenozin koncentracidja az emberi plazmaban 0,1-1 uM, felezési
ideje nagyon rovid, 0,6 és 1,5 s kdzott mozog (Ontyd és Schrader, 1984; Mdser és mtsai,
1989). A rovid felezési id6 alapja az adenozin gyors eliminacidja az extracellularis térbol,
amit a nukleozid transzporterek nagy kapacitasa biztosit.

Az adenozin amellett, hogy az ATP metabolitja, az adenozin receptorok endogén
agonistaja is. A G-protein kapcsolt adenozin receptorok hét transzmembran doménnal
rendelkeznek és négy altipusra osztottak dket: A1, Aza, Az és Az (Fredholm és mtsai, 2011b).
Az A1 és Az receptorok gatld (Gin) G-proteinekhez kapcsolédnak, melyek aktivacidja
adenilat-ciklaz gatlasahoz vezet. Ezzel szemben az Axa és Aop receptorok serkentd (Gs) G-
proteinhez kapcsolddva fokozzak az adenilat-ciklaz miikodését (3. abra). Az Azs receptor
ezenkiviil sok sejtben a Gq-fehérjékhez kapcsolva foszfolipaz C aktivaciohoz és ezt kdvetd
kalcium mobilizaciohoz vezet. Erdemes megjegyezni, hogy az A1 és az Aza receptorok tobb
nagysagrenddel nagyobb affinitast mutatnak az adenozinnal szemben, mint az Az és az Az
receptorok (Fredholm és mtsai, 2001, 2011a, 2011b; Cheng és mtsai, 2017).

Gi.’o Gs’on
cAMP | cAMP 1 cAMP 1 cAMP |
[Ca™],1

3. abra. Az adenozin receptorok és a hozzajuk kapcsolédd G-proteinek
(Miiller és mtsai, 2020)



Az adenozin altal 1étrehozott kardioprotektiv és regenerativ hatdsok féleg A1 receptoron
keresztiil medialodnak (Albrecht-Kiipper €s mtsai, 2012; Greene ¢és mtsai 2016). A
myocardialis A1 receptor izgatasa kovetkeztében negativ trop (inotrop, kronotrop, dromotrop

¢és batmotrdp) hatasok érvényesiilnek (Fredholm és mstai 2001).

2.6. A pitvari A; adenozin receptor altal medialt negativ inotrép hatas

Az pitvari A1 receptor altal medialt direkt negativ inotropia tobb szignalizacios
utvonal ereddjeként jon 1étre. Az A1 receptor Gi-proteinhez kapcsolodva fokozza a befelé
egyeniranyito K* csatornak (GIRK) nyitasi frekvenciajat, valamint gatolja az adenilat-ciklaz
enzim miikodését. A K* csatorndk nyitasa hiperpolarizalja a cardiomyocytakat, ami roviditi
az akcids potencilt, melynek kovetkeztében a platofazis alatt kevesebb Ca?* jut a sejtbe
(Kurachi és mtsai, 1986; Kirsch és mtsai 1990). Az adenilat-ciklaz gatlasa miatt csokken a
CAMP szint, ami a CAMP-fligg6 protein kinaz aktivitasat gatolja, melynek kovetkezménye a
fokozott foszfolamban aktivitds és az L-tipusti Ca®" csatorna gatldsa (Gupta és mtsai, 1993;
Neumann és mtsai, 1995; Fenouillet és mtsai, 2019). Emellett a Gi-protein By alegysége képes
aktivalni a foszfolipaz C-t is (PLC B), ami noveli a diacilglicerin (DAG) és az inozitol-1,4,5-
(SER) Ca?*-ATP-4zanak az aktivitasa (SERCA) lecsokken, igy gatlodik a Ca?* visszavétel,
ami a sejt Ca?* vesztéséhez vezet (4. dbra) (Biber és mtsai, 1997; Deb és mtsai 2019). Ez a
Ca?* vesztés, illetve a K* csatorndk nyitasa altal kialakult hiperpolarizacié okozza a pitvari

kontrakcios er6 jelentés csokkenését (Belardinelli és mtsai, 1995; Gesztelyi és mtsai, 2003b).

A kamran az Aj receptor aktivitdsa képes nyugalmi szintre vinni a kontrakciods erdt
(indirekt negativ inotrépia), ami a fokozott adenilat-ciklaz miikodés gatlasanak koszonhetd.
Az A; receptor aktivacio a pitvaron még a nyugalmi szintnél is kisebb kontrakcios er6hoz
vezet (direkt negativ inotropia), ami részben a befelé egyeniranyitd K™ csatornak fokozott
supraventricularis jelenlétével magyarazhaté (Bohm és mtsai; 1985; Kurachi és mtsai, 1986;

Belardinelli és mtsai, 1995).
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4. dbra. Az A1 adenozin receptor jelatviteli mechanizmusai (Deb és mtsai, 2019).
A roviditések magyarazatat lasd a szovegben.

2.3. Az alkalmazott A; adenozin receptor ligandok

Az A; receptorok stimulalasa a kiilonboz6 szovetekben citoprotektiv és regenerativ
hatdsokat eredményez, igy az A1 receptor agonistak terapias céllal torténd fejlesztése komoly
lehetdségeket hordoz. Jelenleg harom f6 terapias céllal vizsgaljak dket, antiarrhythmias és
antianginas szerekként, antilipolitikus szerként, illetve antinociceptiv hatéanyagként (Elzein
és Zablocki, 2008; Schenone és mtsai, 2010; Szentmiklosi és mtsai, 2011a; Staehr és mtsai
2013).

Az endogén agonista adenozin bomlékonysaga neheziti a pontos E/c gorbék
felvételét, ezért az Ay receptorok vizsgalatara alkalmasabbak a stabilabb szintetikus A
receptor agonistak. Ezek a szerek jobban ellenéllnak az adenozin metabolizmusaban szerepet
jatszo enzimeknek (Pavan és [Jzerman, 1998; Fredholm és mtsai, 2001, 2011a). A stabilabb
agonistak kozos tulajdonsaga, hogy a veliik felvett E/c gorbék balra toltak az adenozin E/c
gorbéhez képest (Gesztelyi és mtsai, 2003b). llyen szintetikus adenozin analég a CPA (N°-
cyclopentyladenosine), vizsgalataink soran a leggyakrabban ezt alkalmaztunk (5. abra).
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5. abra. Az adenozin (balra) és a CPA (jobbra) konstitucios képlete

A CPA szelektiv A1 receptor teljes (full) agonista, ami az adenozinhoz hasonloan
purinvazas molekula. A felezési ideje az adenozinénal joval hosszabb, mintegy 6 perc
patkany vérmintaban mérve (Mathot és mtsai, 1993), vértelen pitvaron azonban még ennél is
stabilabbnak mutatkozott (Gesztelyi és mtsai, 2004). A cardiovascularis terapias céllal
fejlesztett A1 receptor agonistak gyakran a CPA-bol indulnak ki (Elzein és Zablocki, 2008;
Deb és mtsai, 2019).

Az A; receptor antagonistakat gyakorlati szempontbol két csoportba oszthatjuk: a
xantin és a nem xantin szarmazékok (Aljarari és mtsa, 2012). A legegyszertibb, reverzibilis,
nem szelektiv, kompetitiv antagonistak a metil-xantinok, melyeknek legismertebb
természetes képviseloi a Kkoffein és a teofillin. Ezeket régota alkalmazzak
teljesitményfokozoként, illetve horgétagitoként. Terapias céllal ma mar ritkabban
hasznalatosak, mivel az A1 receptor gatlasaval pozitiv trop hatasokat hoznak Iétre a sziven,
ami sok esetben karos mellékhatasként jelentkezik. Kisérleti céllal valo alkalmazasuk
hatranya, hogy receptor antagonista hatasuk mellett foszfodiészteraz gatlok és ryanodin
receptor agonistak is (bar a szivbeli ryanodin receptor izoformara kevéssé hatnak)
(Szentmiklosi és mtsai, 2011b).

Az elsd szelektiv A receptor antagonistak kozé tartozik a reverzibilis hatasi DPCPX
(8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine). Ebbdl fejlesztették ki az irreverzibilis Ar receptor
antagonista FSCPX-et  (8-cyclopentyl-3-[3-[[4-(fluorosulfonyl)benzoyl]oxy]propyl]-1-
propylxanthine) (6. abra). Ez utobbi elészor reverzibilisen kotédik a receptorhoz, de egy
1d6igényes folyamat soran kovalens kotést alakit ki (Srinivas és mtsai, 1996; Morey €s mtsai,
1998; Fredholm ¢és mtsai, 2001). Vizsgalataink soran az FSCPX-et ugy alkalmaztuk, hogy

megfeleld mennyiségii id6 alljon rendelkezésre az FSCPX irreverzibilis kotédéséhez.
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6. abra. A DPCPX (balra) és FSCPX (jobbra) konstiticios képlete

2.4. A receptor rezerv

Az agonista-receptor interakcio elsé 1épése az agonista kotédése a receptorhoz, amely
a két molekula ,,illeszkedésének™ komplementaritasatol fiigg. Minél nagyobb a koztiik 1évo
(altalaban nem kovalens) kotések szama, annal nagyobb lesz az agonista affinitasa a
receptorhoz (az affinitas az agonista-receptor komplex stabilitasanak jellemz6 paramétere).
Mig az agonistaknak és az antagonistaknak is van affinitasuk a receptorhoz, addig csak az
agonistanak van olyan sajatos tulajdonsdga, hogy a sejt miikodését befolyasolod hatasokat
generaljon (intrinzik hatékonysag). Legegyszeriibb esetben az agonista-receptor komplex
valaszt valtanak ki (pl. ioncsatorna receptorok esetén), bonyolultabb esetben azonban a
komplex a sejt valamelyik transzduktor eleméhez (pl. G-protein) kapcsolodik és altala

indukalja a valaszhoz vezet6 folyamatokat (7. abra).

Agonista/receptor Agonista/receptor/
Agonista Receptor komplex Kozvetitd kézvetitd komplex
k+|
@ - —’ +D—> —-—»VﬁIosz
@ k)
Belsé
Affmltas (KA) hafékanysdg

(Kyg = az AR komplex
affinitasa a kozvetitohoz)

7. abra. Az agonista-receptor-transzduktor komplex kialakulasa (Neal, 2012)

A receptor rezervet, melynek fogalmat el6szor a hagyomanyos receptor elmélet

vezette be (Ruffolo, 1982), ugy lehet megragadni, mint egy agonista és egy receptorialis
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rendszer (receptor + jelatvitel) kozotti, sejtvalaszhoz vezetd kolcsonhatas integrativ
jellemzGjét, ami a hataskivalto képesség egy bizonyos szempontbdl vett mértéke. Az intrinzik
hatékonysagon tul integralja a receptor és a receptort hordozo sejt idevago tulajdonsagait €s
a vizsgalt hatas jellemzdit is (a hozza vezet6 jelatviteli utak tulajdonsagain keresztiil). Noha
a manapsag elterjedt receptor modellek nem mindegyike hasznalja ezt a fogalmat, a mogottes
jelenség, miszerint a receptorok szubmaximalis frakcidjanak stimulacidja kivalthatja a
maximalis hatéast, széles korben ismert (Giraldo és mtsai, 2002; Dhalla és mtsai, 2003;
Kenakin, 2018). A receptor rezerv meghatarozasa ezen a jelenségen alapszik, amelynek soran
a receptorok egy része visszafordithatatlanul inaktivalodik oly médon, hogy a fennmarado
résziik megdrizze funkcionalis épségét. Minél nagyobb a receptor rezerv, annal nagyobb
receptor hanyadot kell inaktivalni a maximalis valasz kimutathatd csokkenésének elérése
érdekében (Morey és mtsai, 1998; Kenakin, 2018). A receptor rezerv tehat a receptorialis
rendszer ,,ellenallasat” (vagy ,.tehetetlenségét”) fejezi ki egy olyan beavatkozas ellen, ami
csokkenti a miikodoképes receptorok szamat. A receptor rezervet tehat az agonista, a
receptor, a szovet és a mért hatas hatarozza meg (Brown és Goldstein, 1986; Srinivas és
mtsai, 1997; Fenouillet és mtsai, 2019).

A jelenség fizioldgiai jelentdsége az lehet, hogy a nagy receptor rezerv lehetdvé teszi
az endogén agonistak szamara a receptor gyors aktivalasat (Kenakin, 2018), vagy
altalanossagban az adott receptorialis rendszer gyors és erételjes valaszat. A receptor
rezervvel kapcsolatos informaciok nagyon hasznosak egy adott agonista viselkedésének
elorejelzéséhez egy adott szovetben egy adott hatds mérése esetén. Ha egy szdvetben
(sejttipuson) a receptor rezerv kicsi, akkor csak a nagy hatékonysagt agonistak valthatnak ki
komoly hatast (akar full agonistaként is), mig a Kis hatékonysagu agonistak nem képesek
kivaltani jelentds valaszt (parcialis agonistaként viselkednek). Masfeldl, ha nagy a receptor
rezerv, akkor még a Kis hatékonysagti agonistak is képesek lehetnek jelentds hatast kifejteni
(néha full agonistaként is). igy kis hatékonysagu agonistik alkalmazasaval biztosithat a
szoveti szelektivitas abban az értelemben, hogy a hatasuk csak a nagy receptor rezervvel
rendelkez6 szovetekben lesz erés. Ennek a jelenségnek a terapias potencialjat ma mar ki is
hasznaljak (Dhalla és mtsai, 2003; Albrecht-Kiipper és mtsai, 2012; Greene és mtsai, 2016;
Seemann ¢€s mtsai, 2017; Peleli és mtsai, 2017).

A receptor rezervet — multifaktoralis eredete miatt — érdemes megvizsgéalni minden
szoba jOvO agonista, receptorialis rendszer (szovet) és hatas esetében (Dhalla és mtsai, 2003;
Kenakin, 1997, 2018). A receptor rezerv legegyszeriibb mutatdja a pharmacological shift

ratio (PSR), ami megegyezik a félmaximalis receptor okkupanciahoz (Ka) és a félmaximalis
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hatashoz (ECso) sziikséges agonista koncentracioé hanyadosaval: PSR = Ka / ECso. Ez alapjan
receptor rezervrél akkor beszélhetiink, ha a félmaximalis hatdshoz nem sziikséges a
receptorok felének elfoglalasa (PSR > 1). A PSR tehat a receptor rezervet egyetlen értékkel
jellemzi (Ruffolo, 1982; Morey és mtsai 1998) (8. abra).
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8. abra. A PSR értelmezése E/c gorbék segitségével. Az adott agonistaval felvett
az E/c gorbe esetén a rendszerhez irreverzibilis antagonistat novekvo
koncentracioban adva (vilagosodd gorbék) az agonista mindaddig kivaltja a
maximalis hatdsat, mig az ECsp el nem éri a Ka értéket, ami utan mar a
maximalis hatas (Emax) nem érhet6 el tobbé.

Kifinomultabb mutatd a receptor rezerv szazalékos aranya (RR%), amely a
szazalékos hatas (E%) és a szazalékos receptor okkupancia kiilonbsége (p%) (mindkét utobbi
érték a maximumaik szazalékaban kifejezve): RR% = E% - p% (Kenakin, 1997). Az RR% a
receptor rezerv Iényegét mutatja meg, vagyis azt, hogy a teljes receptor populacié egy adott
szazalékanak stimuldldsa a maximalis hatds ennél nagyobb szazalékat valtja ki, tehat a
receptorok egy része ,tartalék” (Kenakin, 2018). Mint lathat6, az RR% az E% konkrét
értékétdl fligg, az E% az RR% aszimptotikus maximuma. Az RR%-ot rendszerint
onkényesen megvalasztott E% értékekre szamitjak ki, példaul a maximalis felére vagy a
(kdzel) maximalis hatasra. Ehhez el6szor a Ka értéket kell meghatarozni.

Receptor rezerv csak full agonista esetén hatarozhatdé meg. Ennek leggyakoribb
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modja, hogy az agonistaval az irreverzibilis antagonista hianyaban és jelenlétében is
felvesznek E/c gorbéket, melyeket azutan tobbféleképpen is lehet elemezni (Motulsky és
Christopoulos, 2004).

2.5. Az A; adenozin receptor rezerv

Az adenozin receptorok altalanos eldfordulasa, valamint az ortosztérikus kotohely
sejtfelszini elhelyezkedése miatt az extracellularis adenozin koncentracié kozponti szerepet
jatszik a szervezetben. Az adenozin extracellularisan felhalmozddik metabolikus stressz
(ATP deplécio) és sejtkarosodas hatasara. Ezzel Osszhangban az adenozin receptorok
elsdsorban a védd és regenerald hatasokat kozvetitik, és alapvetd szerepet jatszanak szamos
koros allapot és betegség lefolyasanak modulalasaban (Peleli és mtsai, 2017; Fredholm és
mtsai, 2001, 2011b). Az A; adenozinerg rendszer vizsgalata tehat potencialis terapias kitorési
pontokat hordoz magaban, azonban a szisztémasan beadott adenozin receptor agonistak
kockazatot is jelentenek, hiszen szinte barmelyik szoveten valaszt indukalhatnak (Dhalla és
mtsai, 2003).

Akiilonb6z0 szovetek valaszado képességét legfoképp két (egymastol nem fiiggetlen)
paraméter hatarozza meg, a receptor denzitas és a receptor rezerv. Az A: receptorok
koncentraciojanak és receptor rezervjének szoveti eloszlasa jol (€s pozitivan) korrelal
egymassal. A receptor rezerv korabban ismertetett tulajdonsidgainak koszonhetden egy
helyesen megvalasztott agonista képes valamelyest szovetspecifikusan hatni. A zsir- és az
idegszovethez képest példaul a myocardium kis Ai receptor rezervvel rendelkezik az
elektrofiziologiai hatasok tekintetében, ezért a zsirszovetet és az idegrendszert megcélzd

gyogyszerek altalaban Kis kardialis kockazattal jarnak (Dhalla és mtsai, 2003).

A receptor rezerv hatasfiiggése (Brown és Goldstein, 1986; Srinivas és mtsai, 1997)
miatt az A: receptor rezervet minden terapiasan jelentés hatasra meg kell vizsgalni.
Munkacsoportunknak korabban sikeriilt meghatarozni az A1 adenozinerg rendszer receptor
rezervjét a pitvari direkt negativ inotropiara nézve néhany ismertebb stabil full agonistaval
(Gesztelyi és mtsai, 2013), majd a bomlékony adenozinnal is (Kiss és mtsai, 2013; Pak és
mtsai, 2014).
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2.7. Az alkalmazott kvantitativ modellek

2.7.1. A Hill egyenlet

A Hill egyenlet, mint a legrégebbi kvantitativ receptormiikodési modell, szamos
receptorelmélet alapjaul szolgal. A Hill egyenletet a mai napig gyakran alkalmazzak
ligandkotési vagy E/c eredmények feldolgozasara. A Hill modell a gorbéket jellemzben
harom paraméter segitségével irja le, modositott formai ugyanakkor két (elhagyva a
meredekségi tényezOt) vagy négy paraméteresek (bevezetve a 0-t6l kiilonb6zé alapot) is
lehetnek (Giraldo és mtsai, 2002; Motulsky és Christopoulos, 2004; Prinz, 2010; Gesztelyi
¢és mtsai, 2012; Finlay és mtsai, 2020).

A receptorok, mint a sejtfelszinen vagy sejten beliil elhelyezkedd makromolekularis
strukturak, képesek bizonyos ligandok specifikus megkotése révén jelfelismerésére (kognitiv
funkcid), illetve ezt kovetden valtozas létrehozasara a sejt milkodésében (transzducer
funkcid). Ebben részt vehetnek a sejt egyéb makromolekularis alkotdi (enzimek, csatornak,
transzporterek), melyek nem feltétleniil kapcsolédnak kozvetleniil a receptorhoz, de a hatas
kivaltasdban nélkiilozhetetlen szereplik van (posztreceptoridlis szignalizacid). A hatas
létrehozasa soran jelerdsités is torténhet, amely nagyban fligg a posztreceptorialis

szignalizacio Gsszetettségétol (Kenakin, 2018).

A tag értelemben vett Hill egyenletnek két f6 formajat szokas megkiilonboztetni. A
ligand-receptor komplex kialakulasat kvantifikald egyenletet — nemzetk6zi ajanlas szerint —
Hill-Langmuir egyenletnek nevezik, mig az agonista (receptorkdzeli) koncentracidja és a
kivaltott hatas kozotti kapcsolatot leird — formailag azonos — egyenletet Hill egyenletként
emlitik (Neubig és mtsai, 2003).

A Hill-Langmuir egyenlet a ligand(ok) megkdotését egy lépésben tételezi fel (1.
egyenlet). A tomeghatas torvényébdl kiindulva felirhatd a folyamatban részvevé anyagok

koncentracioinak viszonya az egyensulyi allapotban (2. egyenlet):

e
nL+R LR 1. egyenlet
(T
[L,RI=[R,] [ni =[R,] % 2. egyenlet
[L]" + K, [L]" +(K,)
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Ahol: L —a ligand; R — a receptor; LnR — a ligand-receptor komplex; [LiR] — a
ligand-receptor komplex koncentracidja; [Ro] — a Osszes (szabad és kotott)
receptor koncentracioja; [L] — elviekben a szabad ligand koncentracidja, a
gyakorlatban (egyszeriisitésként) a teljes (szabad és kotott) ligand koncentracio;

rrrrrr

ki illetve k» — a ligand-receptor komplex asszociaciojanak illetve

rrrrrr

egyensulyi disszociacios allandoja; Ka — a féltelitési ligand koncentracio (han =
1, egyenlé a Kg-vel); n — az 1. egyenletben a ligand kétéhelyek szama egy
receptoron, a 2. egyenlet gyakorlati alkalmazasakor azonban osszetett értelmi
paraméternek mutatkozott, ezért jobb egyszertien csak Hill koefficiensnek (vagy
meredekségi tényezonek) nevezni (Gesztelyi és mtsai, 2012; Kenakin, 2018;
Finlay és mtsai, 2020).

A 2. egyenletben talalhaté Ka alland6 (nem 6sszekeverendd a félmaximalis receptor
okkupancia jel6lésével, amit szintén jelolnek Ka-val) a ligandkotés erésségének (vagyis az
adott ligand receptorhoz valo affinitasanak) a jellemzdje. A Ka értéke forditottan aranyos az
affinitas erdsségével. Antagonista ligand esetében a Ka helyett inkdbb a Kg jeldlést
hasznaljak (Kenakin, 2018).

A (hivatalos ajanlas szerinti, tehat sziik értelemben vett) Hill egyenletet (3. egyenlet),
mint az elsd kvantitativ receptor modellt, mind a mai napig széleskorben alkalmazzak E/c

gorbék regresszidanalizisére:

n

E=E_-
c¢" + ECg,

3. egyenlet

Ahol: ¢ — az agonista koncentracioja; E — a kivaltott hatas; Emax — az adott
rendszerben az adott agonistaval elérhetd maximalis hatds; ECso — a maximalis
hatas feléhez tartoz6 agonista koncentracio; n — a Hill koefficiens (Hill slope
faktor, meredekségi tényezo) (Gesztelyi és mtsai, 2012; Kenakin, 2018).

A Hill egyenletet érdemes ugy illeszteni, hogy az x tengelyen a koncentracio
logaritmusat tiintetjiik fel. Ennek tobb eldnye is van. A koncentracid jellegli mennyiségek
(pl. ECs0) adathalmaza rendszerint nem normalis eloszlasu, viszont a logaritmusuk altalaban
az (ami megkonnyiti ezek statisztikai elemzését). Emellett a szemilogaritmikus abrazolasu
E/c gorbék szemléletesebbek, mivel a logaritmus a kis koncentraciok tartomanyat
megnyujtja, a nagy koncentraciokét pedig Osszezsugoritja, igy az ECso (pontosabban

logECso) értékét a gérbe szimmetriakdzpontjava teszi.

18



A Hill egyenlet altal meghatarozott fliggvény linearis X és Y tengely mellett
abrazolva (n=1 esetén) hiperbola alakot vesz fel, mig szemilogaritmikus abrazolas esetén
(logaritmikus X és linearis Y tengely) szigmoid lefutast. A fliggvény kozéppontjaban a
logECso all, ami egyben a gorbe inflexios pontja is (9. abra) (Gesztelyi és mtsai, 2012).

T e —— T
EmaX
75 - 75
S S
§ 50 - A @ 50 e
© ©
T T
25 1 25
 ECso
0 T | 0 ; T |
0 0.05 0.1 0.00001 0.001 0.1
[agonista] [agonista]

9. abra: A Hill egyenlet linearis (A) és szemilogaritmikus (B) abrazolasa. A
paramétereket ugy valasztottuk meg, hogy egy full agonista tipikus E/c gorbéjét
reprezentaljak (Emax=100%; ECs50=700 uM; n=1). Az X tengelyen az agonista

crer

(B), az Y tengelyen pedig az agonista altal kivaltott hatast abrazoltuk a
maximalis hatds (Emax) szazalékaban linearis 1éptékben. A  gorbék
szimmetrikusak, vagyis logaritmikus X tengely mentén abrazolva a fiiggvény
kozéppontja (ECso; Emax/2) egyben az inflexids pont is.

A Hill egyenlet segitségével végrehajtott regresszidanalizis kétvaltozos (c, E),
haromparaméteres (Emax, ECso, n) és nem linedris (mivel nem az y = a'x + b képletet koveti).
A Hill egyenlet a gorbeillesztés szempontjabol rugalmas, hiszen jelentds mérési hibaval
terhelt, vagy nagy bioldgiai variabilitast mutatd E adatok esetén is altalaban jo becslés
kaphato vele (Giraldo és mtsai, 2002). A Hill egyenlet feltételezi az E/c gérbék szimmetriajat,
ami esetek tobbségében (jo kozelitéssel) teljesiil is. Ennek koszonhetden altalanosan
hasznalhato, viszont paraméterei (Emax, ECso, n) empirikusak, vagyis nem fiziko-kémiai
allandok (Giraldo és mtsai, 2002).
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2.7.2. Az agonizmus operativ modellje

Az operativ modell, csakagy, mind a Hill egyenlet, olyan kvantitativ
receptormiikddési modell, amely nem tartalmaz konkrét megkotéseket a receptor mikodési
mechanizmusara vonatkozoan. Az agonizmus operativ modellje az agonistak receptorhoz
torténd affinitasanak és hatasgenerald képességének kvantifikalasara szolgal (Black és Leff,
1983; Giraldo és mtsai, 2002; Jakubik és mtsai, 2020). Ebbél kovetkezik, hogy a modell a
receptorfunkciot két részletben targyalja, a kétlépcsOs reakcidegyenlet kiilon foglalkozik a

receptor jelfelismerd illetve a transzducer funkcidjaval (Black és Left, 1983; Kenakin, 2018):

k ky
1 ) 1 )
N, A+ Ny R+ Eff n,, AR + Eff (AR), Eff 4. egyenlet
< — Dp

ka Ky

Ahol (a korabban nem definialt jel6lések): A — az agonista; Eff — az effektor (a
hatas létrehozdsdban szerepet jatszd posztreceptorialis utvonal elemei
Osszefoglaloan), amely affinitassal rendelkezik az agonista-receptor komplex
iranyaban; AR —az agonista-receptor komplex; (AR)n,,Eff —az agonista-receptor-
effektor komplex; ki’ illetve k2> — az agonista-receptor-effektor komplex

------------

az agonista-receptor-effektor komplexben az egy effektorhoz kapcsolddo
agonista-receptor komplexek szama.

A 4. egyenletben szereplé anyagok egyensulyi koncentracioi kifejezhetéek egyrészt
a Hill-Langmuir egyenlettel, masrészt egy a Hill egyenlettel alakilag azonos 6sszefliggéssel
(Black és Left, 1983):

[AR] =[R,]- [A][:\]&\ 5. egyenlet

[AR]™
[AR]™ + K™

[(AR), Eff]~E=E,." 6. egyenlet

Ahol (a korabban be nem vezetett jeldlések): [A] — az agonista koncentracidja;
[AR] — az agonista-receptor komplex koncentracidja; Ka — az agonista-receptor
komplex egyenstlyi disszociacios allandoja, ami megadja a féltelitési agonista
koncentraciot;  [(AR)n, Effl — az agonista-receptor-effektor komplex

koncentracidja, amir6él a modell feltételezi, hogy egyenesen aranyos a hatas
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nagysagaval; Em — az adott rendszerben az adott agonistaval elérheté maximalis
hatas; Kg — a félmaximalis hatast (Emax/2) 1étrehoz6 agonista-receptor komplex
koncentracio. A 6. egyenletben szereplé nop (operativ slope faktor)
megfeleltetheté a Hill egyenlet Hill koefficiensének. Utobbihoz hasonléan az
operativ slope faktor is sokkal inkabb a jelatviteli mechanizmusok Gsszességét
jellemzi, mintsem a szignaltranszdukcio molekularitasat.

Az 5. egyenletbdl kifejezett [AR]-t beirva a 6. egyenletbe, bevezetve az operativ
hatékonysagot (t = [Ro]/Ke), mint az agonista hataslétrehozo képességét (efficacy) jellemz6

paramétert, tovabba egyszeriisitve az agonista koncentracio jellését ([A] = c):

e_g . (co)
(7)™ +(c+K, )™

7. egyenlet

Az operativ modell igy kapott egyenlete kozvetleniil illeszthetd a modell feltételeinek
megfeleld E/c gorbékre (ld. lentebb), ezaltal meghatarozhatova valik a Ka, Emax és 1
(valamint a kis gyakorlati jelentGségii nep) értéke (Black és Leff, 1983; Kenakin, 2018;
Gesztelyi és mtsai, 2013). Mig a Ka fiziko-kémiai konstans, addig a t6bbi empirikus allando
(Giraldo és mtsai, 2002).

Az agonizmus operativ modellje tehat kétvaltozos (c, E), négyparaméteres (Emax, Ka,
T, Nop), Nem linearis regresszidanalizis, amelyet az eredmény pontossaga érdekében
globalisan Kell illeszteni egy nativ és egy irreverzibilis antagonistaval valo kezelés utan
felvett E/c gorbére (melyek esetében csak az antagonista-kezelés megléte vagy hianya lehet
kiilonbség). Az irreverzibilis antagonistat — amennyiben lehetséges — olyan koncentracioban
kell alkalmazni, hogy szamottevéen csokkentse az E/c gorbe maximumat a nativ E/c
gorbéhez képest. Az antagonistat alkalmazas utan el kell tavolitani a rendszerb6l az E/c gorbe
felvétele el6tt, hogy szabad formaban ne legyen jelen. A nativ és az antagonistaval kezelt E/c
illesztéskor az Emax, Ka és nop paraméterek megosztasra keriilnek (tehat azonosak lesznek a
nativ és a kezelt E/c gorbék esetén), az illesztett egyenlet a gorbék kozti kiillonbséget a t

paraméter valtozasaval veszi figyelembe (Motulsky és Christopoulos, 2004).

Az agonizmus operativ modelljének elméleti alapon biralt sajatossaga, hogy
reakcidegyenlete (4. egyenlet) nem kezeli kiilén 1épésként az agonista-receptor komplex
kialakulasat és a receptor aktiv konformacioba torténé atrendezddését (Colquhoun, 1998,
2006; Bindslev, 2008). Ez hozzajarulhat ahhoz, hogy a kisérleti adatokra illesztett 7. egyenlet
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sok esetekben pontatlanul adja meg a Ka értékeket (a meghatarozott Ka értéket ugyanis az
agonista efficacy-je is befolyasolja). A 7. egyenlettel meghatarozott Ka értékekkel ezen
okbol kifolyolag 6vatosan kell banni (Colquhoun, 1998, 2006). Az operativ modell masik
problémaja, hogy matematikailag nem vezethet6 vissza az elfogadott, egyszer(ibb kvantitativ
receptorfunkciés modellek egyikére sem (pl. a Hill modellre), vagyis nem teljesen
kompatibilis veliik (Buchwald, 2017, 2019).

2.1.3. A receptorialis valaszkészség modszer (RRM)

A receptorialis valaszkészség modszer (receptorial responsiveness method: RRM)
A vizsgalni kivant rendszertdl fliggden akar kdzvetleniil is meghatarozhato a kérdéses tobblet

koncentracioja. Bonyolultabb, tobb agonistat tartalmazo rendszereknél a meghatarozni

crer

crer

Ahhoz, hogy megértsiik az RRM miikodését, az alabbi jelenséget kell atgondolnunk.
Ha egy biolodgiai rendszerben egy olyan agonistat alkalmazunk, amelyik szelektiven izgatja
a rendszer egyik receptorat, az agonista adott dozisanak ismételt beadasa esetén, ha az elsd
dozis altal 1étrehozott allapotot vessziik kiindulasi allapotnak, kisebb valaszt kapunk, mint az
elsd dozis altal kivaltott valasz 6nmagéban. Ennek a jelenségnek a magyarazata, hogy az els6
dozis soran az adott agonista a receptorok egy részéhez kapcsolddva és a hatast kivaltva
elhasznalja a rendszer valaszado kapacitasanak egy részét. Ennek kovetkeztében a masodik
dozis soran bevitt agonista molekulak szamara mar kevesebb szabad receptor (és a
jelatvitelben részt vevé molekula) all rendelkezésre. Ha az adott doézis akkora, hogy a
kivaltott hatas kozeliti a kivalthatdo maximalis hatast, a masodik dozis beadasat kovetden akar
teljes valaszképtelenséget is tapasztalhatunk. Ez a jelenség természetesen nem receptorialis

deszenzitizacid, hanem az els6 dozis figyelmen kiviil hagyasanak kdvetkezménye.

Ez a jelenség abban az esetben is megfigyelhetd, ha az adott rendszerben két
kiilonb6zd agonista van, melyek ugyanazt a jelatviteli utvonalat hasznaljdk. Lehetnek
ugyanazon receptor agonistai iS, de mar az is elegendd, ha csak ugyanazt a szignalizacios utat
befolydsolva ugyanazt a valaszt valtjak ki (Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai,

2010a, 2010b).
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Vegylink egy biologiai rendszert, mely tartalmazza két kiilonb6z6 agonista kozos
receptorat. A rendszerbe els6ként bejutd agonistat nevezziik torzitd agonistanak, mig a
rendszerbe masodjara keriilé agonista legyen a teszt agonista. Az a hatas, melyet a teszt
agonista hoz létre a torzitd agonista figyelembe nem vett jelenléte mellett, a torzult hatas,
mig a teszt agonista azon hatasa, melyet a torzitd agonista hatdsdnak figyelembevételével
kaphatunk, a torzitatlan hatas. Ekkor a torzult és a torzitatlan hatasok kapcsolatat az alabbi

egyenlet szemlélteti (Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a):

100-(100—-E)
100-E

E'=100- 8. egyenlet

bias

Ahol: E’ — a torzult hatas (a teszt agonistanak tulajdonitjuk, de mivel a teszt
agonista és a torzitd agonista kozos hatasa, inkorrekt); E — a torzitatlan hatas (a
teszt agonista és a torzitd agonista korrekt modon meghatarozott k6z6s hatasa);
Enias — a torzitdo agonista (biasing agonist) koncentracié korrekt moddon
meghatarozott hatasa (melynek figyelmen kiviil hagyasa okozza az E’ torzult
voltat).

Ha egy rendszerben valamilyen okbol kifolyolag megnd egy olyan agonista
koncentracioja, ami egy, a rendszerben talalhaté receptorhoz kapcsolodik, akkor a 8.
egyenlettel bizonyos (késobb részletezett) feltételek teljesiilése mellett meghatarozhatd az
adott agonista (mint torzité agonista) tobblet koncentracidja. A meghatarozashoz két E/c
gorbe felvételére van sziikség, az egyiket a tobblet agonista koncentracid hianyaban
(torzitatlan E/c gorbe), mig a masikat annak jelenlétében (torzult E/c gorbe) kell felvenni. (A
megbizhatdsagot noveli, ha nem egy-egy E/c gorbét vesziink fel, hanem mindkett6bdl tébbet,
melyeket atlagolunk. Az E/c gorbe atlagolasnak — az RRM kivitelezéséhez hasznalt
szoftvertdl fliggden — legalabb két modja van.)

crer

meg kell valasztani azt a receptormiikodési modellt, ami kell6en egyszerlien és pontosan
tudja definialni a hatas és az azt kivaltd agonista koncentracido kozotti kapcsolatot. A
legaltalanosabb ilyen modell a Hill egyenlet, amely a hatas és a koncentracio kozotti
kapcsolatot harom empirikus paraméterrel (Emax, ECso, n) jellemzi (Gesztelyi és mtsai, 2012;
Finlay és mtsai, 2020).

Az RRM kiindulasi egyenlete (8. egyenlet) és a Hill egyenlet (3. egyenlet)

kombinalasaval (9. egyenlet, 1d. késébb) a torzult hatas kifejezhetd a torzitd tobblet agonista
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koncentracio, a teszt agonista koncentracio és a torzitatlan E/c kapcsolatot leird harom Hill
paraméter segitségével (Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a). A torzult hatés
értékeket a torzult E/c gorbe adja, mig a Hill paraméterek a torzitatlan E/c gorbe
regresszidanalizise révén kaphatok meg. A két E/c gorbe felvételekor a rendszer minden
tulajdonsaga azonos kell legyen, kivéve természetesen a torzitd agonista jelenlétét. Az RRM
¢s a Hill egyenlet kombinalt egyenlete igy egyetlen variabilis paramétert tartalmaz, a torzitd
agonista koncentraciojat. Ezt ugy kapjuk meg, hogy a torzult E/c gorbékre illesztjiik a
kombinalt egyenletet ugy, hogy fix paraméterekként a torzitatlan E/c gorbe Hill paramétereit

hasznaljuk (Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a).

kombinalt egyenletének (9. egyenlet) variabilis paraméterétdl (Cx), noha utobbi elébbi
becslésére szolgal. A Chias Ugyanis nem sziikségszerlien ugyanannak az agonistanak a
koncentracioja, mint a cx (ami az E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonistahoz tartozik), igy

szamértékeik sem feltétlentil egyeznek meg. Az RRM kombinalt egyenlete:

100-| 100—E_ - (Cy +Cit)"
o (Cx + Ctest )n + EC5no
100-E,, - >
c, + ECg,

E'=100- 9. egyenlet

Ahol: E’ — a torzult hatas (ahol a cpias # 0 van jelen, de ezt és az altala kivaltott
hatast (Epias) figyelmen kiviil hagyjuk); Ctest — a teszt agonista koncentracio (az
E/c gorbe felvétele soran beadott agonista koncentracioja); Emax, ECso és n — a
torzitatlan E/c gorbének a Hill egyenlet illesztése altal kapott paraméterei (a
torzitatlan E/c kapcsolat leir6i); cx — a teszt agonista azon koncentracioja, amely
ekvieffektiv a Cnias-Szel (vagyis, ha az E/c gorbe felvétele és az illesztés pontos,
Ex= Ebias)-

Illesztéskor a 9. egyenletben a koncentraciot leird6 mennyiségeket logaritmikus

formaban szerepeltetjiik (pl. ECso helyett 10'°95¢50), mivel igy az illesztés megbizhatobb,
tovabba a koncentraciot kifejezd paraméterekre pontosabb konfidencia intervallum kaphato

(Motulsky és Christopoulos, 2004; Prism 7 Curve Fitting Guide, 2018).

Ahogy az mar korabban emlitésre keriilt, az RRM alkalmazasanak nem feltétele a
teszt és a torzitd agonista egyezése, mindossze az altaluk kivaltott (és altalunk detektalt)

hatasnak kell azonosnak lennie. Ha a teszt és a torzitd agonista megegyezik egymassal, az
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= Ebias) (Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a). Az RRM fontos tulajdonsaga,
hogy egy nehezen hozzaférhetd helyrdl, a receptorok kozvetlen kdrnyezetérdl ad informéciot.
Az RRM masik eldnye, hogy két kiilonb6z6, de azonos hatas kivaltasara képes agonista koziil
a stabilabb segitségével tudjuk jellemezni a kevésbé stabil koncentraciovaltozasat (melyet

esetleg kozvetleniil nem is tudnank meghatarozni) (Gesztelyi és mtsai, 2004; Karsai és mtsai,
2006, 2007).

Habar az RRM egyenletét csak egy E/c gorbére kell illeszteni, még egy E/c gorbe
(egy torzitatlan, azaz nativ) sziikséges a modszer kivitelezéséhez. Tobb kritériumnak is
teljesiilnie kell annak érdekében, hogy a modszer pontos és meghizhatd becslést adjon

(Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a, 2010b):

1. Az agonistak altal kivaltott bioldgiai valasz legyen jol mérheto.

crey

2. A teszt agonista legyen kis bomlékonysagu és jo szoveti penetracioju (hogy a teszt

agonista koncentracioja gyakorlatilag azonos legyen az egész rendszerben).
3. A cuias értéke legyen allando a torzult E/c gorbe felvétele alatt.

4. Szemilogaritmikus abrazolas mellett a torzitatlan E/c gorbén az Epias értéke essen az

also és felsé gorbiilet kozotti, hozzavetdleg linearis szakaszra.
5. Aket E/c gorbe felvétele alatt a receptorok szama és érzékenysége ne valtozzon.

6. Ha ateszt és a torzitd agonista nem azonos, Emax értékiik legyen hasonlo.

2.7.4. Az RRM szerepe az adenozinra vonatkozo receptor rezerv meghatdarozasaban

Az adenozinra vonatkozé receptor rezerv meghatarozasahoz NBTI-t hasznaltunk,
mivel novelte az egyébként gyorsan metabolizalodé adenozin féléletidejét az ENT1 tipust
nukleozid transzporter gatlasa révén (Karsai és mtsai, 2006, 2007). Emiatt azonban szamolni
kellett az NBTI 1étrehozta interstitialis adenozin koncentracio-tobblet (Chias) torzitd hatasaval
(Ebias) (Gesztelyi és mtsai, 2004; Karsai és mtsai, 2006; Grenczer és mtsai, 2010a). Az NBTI
mellett felvett E/c gorbéket tehat torzultnak tekintettiik, a torzulast okozo6 adenozin tobbletet

pedig az azonos hatast kivaltani képes CPA koncentracioval jellemeztik az RRM
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segitségével. Mivel az NBTI altal felhalmozott endogén adenozin CPA egyenértékének
ismeretében megszerkesztheté az NBTI jelenlétében felvett adenozin E/c gorbék torzitatlan
formaja, az FSCPX-elokezelés mellett ¢és anélkiil felvett adenozin E/c gorbék
Osszehasonlithatoak lettek és a receptor rezerv — kvalitative — megitélhetové valt (Kiss és

mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014).
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3. Anyagok és modszerek

3.1. In silico modszerek

3.1.1. A szimuldlando biologiai modell tulajdonsagai

Fiziolégias koriilmények kozott a myocardialis adenozin anyagcserét nettod
interstitialis képz6dés és nettd intracellularis eliminacio jellemzi. Az adenozin homeosztazis
extra- és intracellularis folyamatait tobbféle transzmembran nukleozid transzporter koti
Ossze, ami dinamikus egyensulyt eredményez az interstitialis adenozin szint szempontjabol
(Deussen ¢és mtsai, 1999). Tengerimalac pitvar modelliinkben a legfontosabb adenozin
transzporter az ENT1, az interstitialis térben képz6dott adenozin zommel a nagy kapacitasa
ENTI segitségével 1ép be a sejtekbe (Dekanski és mtsai, 2004; Deussen és mtsai, 2006). Az
interstitialis adenozin szint meghatarozasat a mik6d6 myocardiumban jelentésen
megneheziti az adenozin homeosztazis érzékenysége a kiilsé hatdsokkal szemben (Karsai és
mtsai, 2006; Ramakers és mtsai, 2008). Ezzel szemben az adenozint bonté enzimekkel
szemben viszonylag rezisztens adenozin analdog, a CPA interstitialis szintje pitvari
preparatumban pontosan meghatarozhaté és — megfelelé ex vivo koriilmények kozott —

konnyen szamolhatd is (Gesztelyi és mtsai, 2004).

I1zolalt, ingerelt tengerimalac pitvarban az NBTI altal okozott ENT1 blokad noveli az
endogén adenozin interstitialis szintjét azaltal, hogy minimalizalja az adenozin influxot a
cardiomyocytakba, ezaltal pedig szamottevéen csokkenti az adenozin eliminacid
mennyiségileg legjelentdsebb részét, az intracellularis adenozin metabolizmust (Karsai és
mtsai, 2006, 2007). Ennek megfeleléen az NBTI két, egymassal ellentétes folyamat

beinditasaval modositja az adenozin E/c gorbét.

1. Az NBTI noveli az adenozinnal szembeni maximalis valaszt (Emax) és csokkenti a
félmaximalis valaszhoz sziikséges adenozin koncentraciot (ECsp), mivel mérsékli az exogén
adenozin eliminaciojat.

2. Az NBTI csokkenteni az Ax receptor agonistakkal elérhetd Emax-0t és novelni az
ECso-et, mivel interstitialisan felhalmozza az endogén adenozint, amivel részben elhasznalja
(és ezaltal csokkenti) az A; receptoroknak azt a valaszkészségét, amellyel egy ezt kdvetéen

Kivitelezett E/c gorbe felvétele soran rendelkeznének.
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E két hatés ereddjeként az NBTI valamelyest deprimalja az adenozin E/c gorbe Emax-
at és latvanyosan csokkenti az ECsp értékét, legalabbis a tengerimalac pitvari A1 receptor altal
kozvetitett direkt negativ inotropiat mérve hatasként (Karsai és mtsai, 2006, 2007). Ezzel
szemben az NBTI hatasa a CPA E/c gorbéjére (ugyanabban a modellben) kevésbé sszetett:
csokkenti az Emax-ot és noveli az ECso-et. Ez a jelenség teljes mértékben megmagyarazhatd
az ENT1 gatlas kovetkeztében 1étrejott interstitialis adenozin felhalmozodassal: az Az
receptorok valaszkészsége még a CPA E/c gorbe felvétele el6tt részben elhasznalodott, ezért

a CPA E/c gorbén kisebbnek tiint (Karsai ¢s mtsai, 2006, 2007).

Osszegezve: fiiggetleniil az E/c gorbe kivitelezéséhez hasznalt A1 receptor agonista
mibenlététdl, az NBTI altal interstitialisan 1étrehozott endogén adenozin tobblet jellegzetesen
torzitja az E/c gorbét, jelesiil deprimalja a hatas értékeket (koztiik az Emax-0t is) és jobbra
tolja a gorbét (ndveli az ECsp-et). Amennyiben az NBTI jelenlétében kialakult E/c gérbe
torzulés kizarélag az NBTI ezen hatasanak kovetkeztében jon 1étre (vagyis az NBTI az E/c
gorbe felvételéhez hasznalt agonista szintjét nem befolyasolja), a torzulas mértéke alkalmas
az endogén adenozin interstitialis tobbletének kvantifikalasara. Az RRM mint
koncentraciobecslé eljaras a 9. egyenlet torzult E/c gorbékre vald illesztésén alapul,
amelynek regresszios paramétere az E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonistanak a torzulast

crcr

Gesztelyi és mtsai, 2004).

Az RRM nagy elénye, hogy lehetdvé teszi rovid felezési idejii agonistak akutan
felhalmozodott extra mennyiségének szamszerl jellemzését. Az RRM hatranya ugyanakkor,
hogy nem adja meg konkrétan a bomlékony agonistak akut koncentracié tobbletét, ehelyett
egy ugyanahhoz a receptorhoz kapcsolodo (vagy legalabbis ugyanazon a jelatviteli utvonalon

crer

2004).

Az elébbiek szempontjabol az E/c gérbéknek harom tipusat kiilonboztethetjiik meg:
torzitatlan, torzult és korrigalt. Az E/c gorbe torzitatlan, ha minden agonistat figyelembe
vesziink (a megfeleld koncentracioban). Az E/c gorbe torzult, ha a hatads meghatarozasa soran
korrekcidjanak célja a neki megfeleld torzitatlan E/c gérbe reprodukalasa. A korrekcid soran

sokszor mar az is eredmény, ha legalabb a hatas értékek torzitatlanok lesznek.

Ha a figyelmen kiviil hagyott extra agonista koncentracié ismert, vagy

meghatarozhato (pl. az RRM-mel), a torzult E/c gorbét tokéletesen korrigalni tudjuk egy az
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RRM-hez kothetd egyenlettel (8. egyenlet). Az RRM azonban lehetdvé teszi a torzult E/c
gorbe — igaz, részleges — korrekciojat akkor is, ha nem tudjuk a torzitdo agonista
kaptunk (Kiss és mtsai; 2013). In silico munkank soran a stratégiank az volt, hogy egy
szimulalt bomlékony agonista torzult E/c gorbéjét ugy korrigaljuk, mint ahogy arra a valodi
torzult E/c gorbék esetében lehetéség van. Mivel a szimulalt torzult E/c gorbét mi allitottuk
elé egy szimulalt torzitatlan E/c gorbébdl, a ,,valésaghiien” korrigalt E/c gorbét dssze tudtuk

hasonlitani a neki megfelel6 torzitatlan E/c gorbével.

3.1.2. Alkalmazott matematikai eszkozok

1. A torzitatlan E/c gorbék megszerkesztéséhez az agonizmus operativ modelljét
alkalmaztuk, mint a receptorfunkcio altalanos érvény(i modelljét, ami az empirikus és a
mechanisztikus modellek kozotti atmenetnek foghato fel (Roche és mtsai, 2014). Ennek a
modellnek két egyenletét hasznaltuk: azt, amelyik egyetlen agonista hatasat hatarozza meg
(Black és Leff, 1983) és azt, amelyik két agonista egyiittes hatasat irja le (Leff és mitsai,
1993). Ez utobbi egyenletben az egyik agonistat egyetlen koncentracioval szerepeltettiik
(torzitd koncentracid), mig a masikat tobb (ndvekvo) koncentracioval vettiik figyelembe (E/c
gorbe szimulacid). Az egy agonista hatasat leiré egyenlettel 1étrehozott fiiggvények az
egyszer(, torzitatlan E/c gorbéket jelenitették meg, mig a két agonista egyiittes hatdsanak
egyenlete volt felel6s az Osszetett, torzitatlan E/c gorbék szimulaciojaért (amelyek konnyen
eltorzithatoak az egyetlen koncentracioban alkalmazott agonista figyelmen kiviil
hagyasaval). Az egyetlen koncentracioban alkalmazott agonista az NBTI altal interstitialisan

felhalmozott endogén adenozint modellezte, mig a masik, ndvekvé koncentraciokban

figyelembe vett agonista az E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonistat szimulalta.

2. A fiiggvények gorbeillesztéssel valo geometriai jellemzéséhez, illetve a hatas
értékek kiszamitasahoz, koncentraciokbol és korabbi gorbeillesztéssel kapott Hill
paraméterekbdl, a Hill egyenletet hasznaltuk, ami a legszélesebb korben alkalmazott

empirikus receptor funkciés modell (Gesztelyi és mtsai, 2012).

3. Az adenozint egy A, mig a CPA-t B elnevezésli agonistaval modelleztiik.
Ennek megfeleléen az A agonista esetében folyamatos extracellularis termelést,
intracellularis eliminaciét és membran transzportot tételeztink fel. Igy az ,.exogén” A

agonista koncentraciokat (az A agonistaval felvett E/c gorbék szimulalasakor) annak

29



megfelelden allitottuk be, hogy éppen milyen nukleozid transzporter funkciot modelleztiink
(lasd 5. pont). A nukleozid transzport gatlasara adott valaszként tobblet ,,endogén” A agonista
koncentraciot is bevezettiink (az egyszerliség kedvéért a modelliinkben csak ENT1-et
modellez6 nukleozid transzporter szerepelt). Ezzel szemben a B agonista koncentraciokat

allandonak tekintettiik a beadasuk utan (lasd 5. pont).

4. Az NBTI-t egy Un. transzport inhibitor (TI), az FSCPX-et pedig egy un.

irreverzibilis antagonista (IA) modellezte.

5. Az agonista koncentraciokat két kompartmentben értelmeztiik. A szervkadbeli
koncentraciokat minden ,,exogén” agonista esetében fiiggetlennek tekintettiik barmilyen
szimulalt kezelést6l. Az Elc gorbék megszerkesztésekor a hatas értékeket mindig a
szervkadbeli koncentracidkhoz rendelve abrazoltuk (szimulalva azt, hogy altalaban csak ezek
a koncentraciok ismertek az ex vivo kisérletek soran). A hatas értékeket ugyanakkor mindig
az alabbiakban definialt receptorkdzeli agonista koncentraciokbol szamitottuk. A
szervkadbeli koncentraciot egyenlonek tekintettiik a receptorkdzeli koncentracioval a B
agonista esetében (minden koriilmények kozott), tovabba az A agonista esetén TI

jelenlétében, de IA el6kezelés nélkiil (szimulalando a teljes ENT1 gatlast). Az A agonista

c sy
crer
crer

crer

crer

melynek kovetkeztében az A agonista kezeletlen E/c gorbéje parhuzamos balra tolodast
szenved el a B agonista kezeletlen E/c gorbéjéhez képest. Ez 6sszhangban all azzal, hogy az
adenozin és a CPA (két Ax receptor agonista) gyakorlatilag ugyanazzal az Emax értékkel, de
nagyon eltéré ECso értékkel rendelkezik direkt negativ inotrop hatasuk tekintetében (Karsali
¢s mtsai, 2006).

6. A fentiekkel Osszhangban, amikor az exogén A agonista receptorkdzeli

crer

a 400-zal valo osztast. Emellett TI jelenlétekor bevezettink egy tobblet receptorkdzeli

koncentraciot is az endogén A agonistabdl (lasd a 3. és 7. pont).

7. Az |A elokezelést igy szimulaltuk, hogy a teljes receptor koncentraciot ([Ro])
5-tel elosztottuk (lasd lentebb). Ily modon, korabbi FSCPX-szel szerzett eredményeinkkel

30



Osszhangban (Gesztelyi és mtsai, 2013), azt feltételeztiik, hogy az A1 receptorok 20%-a

marad miikodoképes. Az IA és a TI egylittes hatdsat (interakciojat) ugy vettiik figyelembe,

crer

crer

A agonista szervkadbeli koncentraciojat 3-mal elosztottuk, masrészt 3-mal osztottuk azt a
tobblet endogén A agonista koncentraciot is, amellyel a(z onmagaban végzett) TI kezelés

hatéasat szimulaltuk (lasd a 3. és 6. pont).

8. A torzult E/c gérbék szimulalasa céljabol a torzitatlan hatas értékeket torzultta
alakitottuk az RRM kiindulasi egyenlete segitségével (8. egyenlet, lasd alabb) (Gesztelyi és

mtsai,2004; Grenczer és mtsai, 2010).

9. A torzitott hatas értékek korrekcidjahoz az RRM-et alkalmaztuk a korabban
leirtak szerint (Kiss és mtsai, 2013). Roviden: a B agonista torzult E/c gorbéire az RRM
kombinalt egyenletét (13. egyenlet) illesztettiikk, amellyel meghataroztuk az endogén A
agonista receptorkozeli tobbletével ekvieffektiv B agonista koncentraciot (cx). Ezzel és a B
agonista egyszer, torzitatlan E/c gorbéinek Hill paramétereivel korrigaltuk a torzitott hatas

értékeket, amihez a 8. egyenlet atrendezett formajat vettiik igénybe.

3.1.3. Elsé lépés: egyszerii, torzitatlan Elc gorbék szimuldcioja és elemzése

Két rendszert és két agonistdt (A, B) hatdroztunk meg az agonizmus operativ

modelljével az alabbi egyenlet alapjan (megfeleltethet6 a 7. egyenletnek):

[Ro™ -c™
KEnOp '(KA +C)n0p +[Ro]nop 'Cnop

E=E 10. egyenlet

Ahol: E — a hatas; Emax — a lehetséges maximalis hatas; [Ro] — a teljes receptor
koncentracid; ¢ — az agonista receptorkozeli koncentracidja; Ka — az agonista-
receptor komplex egyensulyi disszociacids allanddja (az agonista affinités
mérdszama); Ke — az agonista hatékonysag mérdszama; nop — az operativ
meredekségi tényezd.

Tobb értékkombinacio tesztelése utan a kovetkezd paramétereket allandd értéken
rogzitettiik a szimulacié soran (a végs6 in silico modell jellemz&i): Emax = 100, Ka=3 - 1073,
Ke=5"- 10_14 és Nop = 0,7.

Az A agonista és a B agonista szervkadbeli koncentracidja 10720 és 3,1623 - 107

kozott volt (ezek logaritmusa —10, illetve —2,5). A receptorkozeli koncentraciokat (a 10.
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egyenlet c értékei) a szimulalt agonistak ¢és kezelések jellege alapjan szamitottuk ki (lasd az

el6zo alfejezetet).

A két rendszert az egyenletben két kiilonbozé [Ro] értékkel hataroztuk meg: 10720 és
2 - 10!, melyek FSCPX elékezelés nélkiili és FSCPX eldkezelt pitvarmintakat modelleznek

(azaz teljes vagy csokkentett A; receptor populacidval rendelkez6 preparatumokat).

Az 10. egyenlettel kiszamitott hatas értékeket az adott agonista szervkadbeli
koncentracioinak fiiggvényében abrazoltuk. Az E/c gorbékre ezutan a Hill egyenletet (3.

egyenlet) illesztettiik logaritmikus formaban (Gesztelyi és mtsai, 2012):

— Emax
1+ 1On-(log EC50—logc)

11. egyenlet

Ahol: E — a hatas; Emax — az adott agonista altal az adott rendszerben kivalthato
maximalis hatds; ECsp — a maximalis hatds feléhez tartozd agonista
koncentracio; n — Hill koefficiens (meredekségi tényezd); ¢ — az adott agonista
szervkadbeli koncentracidja.

A szervkadbeli koncentracio hasznalata a 11. egyenletben a bioldgiai mintdkon
szokasos gorbeillesztési gyakorlatnak megfelelden tortént. A tovabbiakban a B agonistaval

felvett E/c gorbék Hill paramétereit hasznaltuk (1asd alabb).

3.1.4. Masodik lépés: torzitatlan hatas értékek kiszamitisa egy késobbi torzito

transzformdciohoz

Az endogén A agonista tobblet koncentracidja és a vele egyiitt jelen levd exogén A
agonista vagy B agonista altal kivaltott hatast az operativ modell Kiterjesztett egyenletével
(Leff és mtsai, 1993) szamoltuk ki (azon E/c gorbék esetében, amelyek felvételét TI

jelenlétében terveztiik modellezni):

nQ
E=-E . (Ttest “Cest Kbias + Thias * Chias * Ktest) ’ 12. egyemet
max n, Ny
(Ctest ’ Kbias + Kt - K + Cpias K ) "+ (Ttest “Cest - K + Thias * Chias * K ) ’

test

test bias test bias

Ahol: E — a hatas; Emax — az adott rendszerben kivalthatdo maximalis hatas; Chias
— a tobblet endogén A agonista receptorkdzeli koncentracioja (ami a Tl-ra adott
valasz része); Crest — az exogén A vagy B agonista receptorkozeli koncentracioja;
Kbias €s Ktest — @ Chias €s a Ctest agonistainak Ka értékei (a végsé modellben: Kbpias
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= Kest=3 - 1075); Thias €S Ttest — [Ro]/Kebias €s [Ro]/KEetest, a0l Kepias és KEetest @ Chias
és a crest agonistainak Ke értékei (a végsé modellben: Kepias = Ketest = 5 - 10714).

Amikor a crest értékeket az A agonistaval szimulaltuk, a szamitasokat mindkét [Ro]
értékekkel (10710 és 2 - 1071Y) elvégeztiik. Amikor a Cest @ B agonista koncentraciodja volt,

csak az [Ro] = 10720 értékkel szamoltunk (a modellezés célkitiizésének megfelelden).

A 12. egyenlet alkalmazasaval az NBTI altal felhalmozott tobblet endogén adenozin
¢s az E/c gorbe felvételéhez beadott agonista (adenozin vagy CPA) kozos hatasat
szimulaltuk. Az NBTI (vagyis Tl) 6nmagaban vett hatasat tigy modelleztiik, hogy egyrészt
egy onkényes Cpias €rtéket vezettiink be a szimulacioba, masrészt kihagytuk az A agonista
Ceest ertékeket). Amikor a TI-t az 1A-val egyiitt alkalmaztak, az [A-nak a TI miikodésére
gyakorolt feltételezett hatasat tgy vettiik figyelembe, hogy a Chias eredetileg meghatarozott
a harmadaval (ami a receptorkdzeli Cest értéket adta). A végsd modellben a Coias-t 4 - 107
értéken rogzitettiilk, amikor a TI-t 6nmagaban alkalmaztuk, mig (4 - 107)/3 értékkel

szamoltunk, amikor az IA el6kezelés utdn adott Tl-t szimulaltuk.

Az A agonistanak a 12. egyenlettel kapott torzitatlan E/c gorbéi mintegy ,,beépitett
kontrollként” szolgéltak, amikor Osszehasonlitottuk azokat az A agonista korrigalt E/c
gorbéivel (lasd alabb). Ez a gyorsan bomlo agonistak receptor rezervjének meghatarozasara
szolgélo, kordbban k6zolt moédszeriink (Kiss és mtsai, 2013) validalasa céljabol tortént. A B
agonista torzitatlan E/c gorbéjét, amelyet szintén a 12. egyenlettel kaptunk, az A agonistaval

eléallitott torzitott E/c gorbék korrekciojara hasznaltuk fel (1asd lentebb).

3.1.5. Harmadik lépés: torzult E/c gorbék létrehozdsa és elemzése

A 12. egyenlettel kiszamitott hatas értékeket a korabban mar bemutatott 8. egyenlet

segitségével transzformaltuk (,,torzitottuk™):

100-(100-E)
100-E

E'=100- 8. egyenlet

bias

Ahol: E' — a torzult hatas; E — a torzitatlan hatas (amelyet a 12. egyenlet
szolgaltatott); Enias — @ Chias altal kivaltott hatas (amit szintén a 12. egyenlettel
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szamoltunk oly moédon, hogy a Crst értékét nullara allitottuk, mig mas
paraméterek értéke valtozatlan maradt).

A torzitatlan hatas értékek torzitasat a 8. egyenlet segitségével végeztiik a Cpias €s a
hozza tartozd Epias felhasznalasaval. A 8. egyenlettel szamolt torzult hatas értékeket a

kérdéses ctest-hez tartozo agonista szervkadbeli koncentracidinak fiiggvényében abrazoltuk.

A torzitassal azok az E/c gorbék, amelyek felvételét TI jelenlétében modelleztiik,
elkésziiltek. A tovabbiakban az ezeket a gorbéket érinté miiveletek célja mar az elemzés volt.
Az A agonista torzult E/c gorbéire a Hill-egyenletet (11. egyenlet) illesztettiik, a B agonista
torzult E/c gorbéjére pedig az RRM kombinalt egyenletét (a 9. egyenlet gorbeillesztéshez

optimalizalt formajat):

E
100- [100 B n-(log EC —rlnoag;((lo"’gCX +10'°9Ctest )) j
E'=100— 1+10 %0 13. egyenlet
100- e

1+ 10n~(|0g ECso—logc,)

Ahol: E’ —a torzult hatas; cx — a B agonista azon koncentracioja, amely varhatoan
ekvieffektiv a Chias-Szel, az endogén A agonista receptorkdzeli koncentracidjanak
tobbletével; Emax, l0gECso, N — a 11. egyenlet paraméterei, amelyek az intakt
receptor populacioval rendelkezd rendszerben a B agonistaval felvett egyszerd,
torzitatlan E/c gorbe geometriajat tiikrozik. Ez utobbi adatok felhasznalasaval a

biologiai vizsgalatok soran hasznalt protokollt kovettiik.

3.1.6. Negyedik lépés: korrigalt E/c gorbék létrehozdsa az A agonista torzult E/c gorbéibdl

A cx-hez tartozo hatas értékeket a Hill egyenlettel szamitottuk ki (a 3. egyenlet

modositott formajaval):

n

c
E =B ———— 14. egyenlet
¢, +EC,

Ahol: Ex — a cx altal kivaltott hatas; cx — az a B agonista koncentracio, amely
varhatoan ekvivalens a chias-SZ€l; Emax, ECs0, N — a B agonista egyszerti, torzitatlan
E/c gorbéire illesztett 11. egyenlet paraméterei (mindkét rendszerben, vagyis
intakt és depletalt receptorszam mellett is). Ez utobbi paraméterck a B agonista és
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a két rendszer kozotti E/c kapcsolatot tiikrézik (oly mddon, ahogy az biologiai
vizsgalatok soran is hozzaférhet6).

Az Ex azt a hatast modellezte, amit az NBTI altal felhalmozott tobblet endogén
rendszerre szamoltuk ki, a B agonista intakt receptorszamu rendszerben megszerkesztett
egyszerd, torzitatlan E/c gorbéjének Hill paramétereit helyettesitettiik be a 14. egyenletbe.
Amikor az Ex-et a csokkentett receptorszamu rendszerben szamitottuk ki, a B agonista

crer

Hill paramétereit hasznaltuk a 14. egyenlethez.
A 8. egyenlet révén torzitott hatas értékeket (amikor is az A agonista adta a Ctest-et) a 8.

egyenlet atrendezett formajaval korrigaltuk:

£ _10p_ (100~ E)-(00-E,))
100

15. egyenlet

Ahol: Ecor — a korrigalt hatas, amely a varakozas szerint megegyezik a neki
megfelel torzitatlan hatassal; E' — a torzult hatas; Ex — a Cx altal kivaltott hatas.

A 15. egyenlettel kapott korrigalt hatas értékeket az A agonista szervkadbeli

koncentracioinak fliggvényében abrazoltuk.

3.1.7. Szamitogépes szimulacio és adatelemzés

Az agonista koncentraciok, az ECso €s a Cx értékek a gorbeillesztésére hasznalt
egyenletekben 10-es alapt logaritmusként szerepeltek az ajanlas szerint (GraphPad Software,
2016). Az egyszerl szamitasokat Microsoft Excel 2013 segitségével végeztik (Microsoft
Co., Redmond, WA, USA). A gorbék szerkesztését és regresszidanalizisét GraphPad Prism
7.03 for Windows (GraphPad Software Inc., La Jolla, Kalifornia, USA) szoftverrel végeztiik.

35



3.2. EX vivo modszerek

3.2.1. Vegyszerek és oldatok

Kisérleteink soran az alabbi vegyszereket hasznaltuk: adenozin, CPA (N®-
cyclopentyladenosine), NBTI (S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine) és FSCPX (8-
cyclopentyl-N3-[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N*-propylxanthine), melyeket a
Sigma-tol (St. Louis, MO, USA) vasaroltunk.

Az adenozint 36°C-0s modositott Krebs-Henseleit pufferben (Krebs-oldat) oldottuk
fel. A Krebs-oldat 6sszetétele a kovetkez6 volt (az értékek mM-ban kifejezve értenddk):
NaCl: 118, KCI: 4.7, CaCl,: 2.5, NaH2POg4: 1, MgClz: 1.2, NaHCOs: 24.9, gliikkoz: 11.5,
aszkorbinsav: 0.1, mindez bidesztillalt vizben oldva. A CPA-t 36°C-0s 1:4 (v/v) etanol:viz
elegyben oldottuk. Az FSCPX ¢és az NBTI oldészereként dimetil-szulfoxidot (DMSO)
hasznaltunk. Minden torzsoldat koncentraciéja 10 mM volt, kivéve azt az adenozin
torzsoldatot, amelyet a 3 mM-os szervkadbeli koncentracio kialakitasara alkalmaztunk (erre
a célra 20 mM-os adenozin torzsoldatot hasznaltunk, amelyet frissen készitettiink,

kozvetleniil a felhasznalas elott).

A torzsoldatok higitasahoz Krebs-oldatot hasznaltunk. A DMSO szervkadbeli
koncentracioja sosem haladta meg a 0.1%-ot (v/v).

3.2.2. Allatok és prepardtumok

Kisérleteinkhez 600-800 g testtomegii, him, Hartley tengerimalacokat hasznaltunk
fel. Az allatok tartasat és feldolgozasat a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsaga hagyta jova és megfelelt a vonatkozé Eurépai Uniés eldirasoknak (DE MAB
25/2013.).

A tengerimalacokat dekapitaltuk, majd a bal pitvarokat gyorsan eltavolitottuk és 10
mN nyugalmi fesziilés mellett rogzitettiik a 10 ml Krebs oldatot tartalmazo, fiiggdleges
kiképzésii  szervkadakban (Experimetria TSZ-04; Experimetria Kft, Budapest,
Magyarorszag). A Krebs-oldatot karbogénnel (95% O2 és 5% CO2) oxigenizaltuk (pH=7,4;
36 °C). A bal pitvarokat platinaelektrodok segitségével pontszertien ingereltiik (1 V, 3 Hz, 1
ms), melyet a felhelyezést kovetéen azonnal megkezdtiink a programozhatd stimulator

(Experimetria ST-02; Experimetria Kft, Budapest, Magyarorszag) és teljesitmény-erdsito
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(Experimetria PST-02; Experimetria Kft, Budapest, Magyarorszag) segitségével. A

kontrakcids erét az

1zometrias

Osszehtizodasok amplitidojaval jellemeztiik,

amit

transzducerrel (Experimetria SD-01; Experimetria Kft, Budapest, Magyarorszag) ¢és

jelerdsitovel (Experimetria SG-01D; Experimetria Kft, Budapest, Magyarorszag) mértiink,

valamint héirokaros poligraffal (Medicor R-61 6CH Recorder; Medicor Miivek, Budapest,

Magyarorszag) rogzitettiink.

3.2.1. Kisérleti protokollok és csoportok

Elsé inkubdcié  Elsé E/c gorbe  Mdsodik inkubdcio ~ Viasedik E/e Harmadik Harmadik Efc
gorbe inkubicio gorbe
Pla Krebs oldat 20 perc;
10 uL DMSO 15 perc CPA
- (0.1 nM-0.1 mM)
INBTI-kezelt és a
Pib Krebs oldat 20 perc; kontrollja/
10 uM NBTI 15 perc
. Krebs oldat 20 perc;
P2a adenozin 10 uL DMSO 45 perc;
(InM=3mM)  Krebs oldat 60 perc;
/ossgehasonlztam @ 10 uL DMSO 15 perc
P3 és P4 csoportok
elsd adenozin E/c CPA
Krebs oldat 25  gorbéjévell Krebs oldat 20 perc; (0.1 nM-0.1 mM)
Pob  PEIC; 10 uM FSCPX 45 perc; /FSCPX elbkezelt,
100 pM Krebs oldat 60 perc; FSCPX+NBTI
adenozin 2 perc: 10 pL DMSO 15 perc kezelt és a
Krebs oldat 20 kontrolluk/
perc Krebs oldat 20 perc;
Pc 10 uM FSCPX 45 perc;
Krebs oldat 60 perc;
10 uM NBTI 15 perc
Krebs oldat 20 perc; adenozin
P3 10 uM FSCPX 45 perc; (1 nM-3 mM)
Krebs oldat 75 perc /FSCPX elbkezelt!
adenozin
Elio?:ﬂ;ﬁ/mw Krebs oldat 20 perc; adenozin
P4 Krebs oldat 20 perc; ?fenr;\(/)ig M) lljgrgM FSCPX 45 (1 nM=3 mM)
10 uMNBTL LS pere INBTI kezelt / Krebs oldat 60 perc; LZ?SSX"'NBTI

10 uM NBTI 15 perc

1. tablazat. A hét csoportot meghatarozé hét protokoll és az azokhoz kapcsolddo
E/c gorbék. Pla, P1b, P2a, P2b, P2c, P3 és P4: protokoll és csoport azonositok;

CPA:

Ne-cyclopentyladenosine;

FSCPX:

8-cyclopentyl-N3-[3-(4-

(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N*-propylxanthine; NBTI: S-(2-hydroxy-

5-nitrobenzyl)-6-thioinosine.

A kisérlet soran felhasznalt pitvarokat hét csoportra osztottuk (Pla, P1b, P2a, P2b, P2c, P3

¢és P4; n = 6-10) az alkalmazott hét kisérleti protokoll szerint. A protokollok megegyeztek a
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korabbi, hasonl6 vizsgalatainkhoz hasznaltakkal (Kiss és mtsai, 2013; Pak ¢s mtsai, 2014),
kivéve a protokollok szdmozésat és egy 1j, P2c jelzésii protokoll bevezetését, amelyet a jelen
disszertaciot megalapozo ex vivo vizsgalatok soran elészor alkalmaztunk (1. tablazat).

A protokollok két vagy harom inkubacios peridodust foglaltak magukba. Az elsd, masodik €s
(esetleges) harmadik inkubacids periodust a csoportokra jellemzé elsé, masodik és

(esetleges) harmadik E/c gorbe felvétele kovette.

3.2.4 Az Elc gorbék kiértékelése

Kiértékeléskor az egymas utan regisztralt egyedi rangasok amplitiddjanak két
végpontja kozotti tavolsagot tekintettiik a kontrakcids erének. Ertelemszertien minél nagyobb

ez a tavolsag (tehat minél nagyobb az amplitido), annal nagyobb a kontrakcios eré. Az E/c

crer

c ey .

a pitvarok kiindulasi kontrakcios erejét, majd az adott koncentracioji agonista oldatok
beadasa utan megkerestiik a kialakult legkisebb kontrakcids erét és ezt hasznaltuk fel a hatas
(direkt negativ inotropia) kiszamolasahoz. Hatasként a pitvarok kiindulasi kontrakcids
erejének szazalékos csokkenését definialtuk és az alabbi egyenlettel szamoltuk:

c_F-F

-100% 16. egyenlet

0

Ahol: E — a kontrakcios erd szazalékos csokkenése; Fo — a kiindulési kontrakcios
er6; F — egy adott agonista koncentracio jelenlétében kialakuld legkisebb
kontrakcios ero.

Az E/c gorbék empirikus jellemzésére a Hill egyenletet illesztettiik (11. egyenlet)
mind az egyedi, mind atlagolt E/c gorbékre. Atlagolas soran a hasznalt statisztikai szoftver
képezte az 0sszetartozd E/c gorbék azonos koncentracidhoz tartozo hatés értékeinek szamtani
kozepét és szorasat (SEM). (Kisérleteink folyaman az ugyanazon kisérleti protokoll
ugyanazon fazisaban felvett E/c gorbék tartoztak Ossze.) Az egyedi E/c gorbék Hill
paramétereit (Emax, ECso, n) statisztikai analizisre, ezaltal a csoportok Gsszehasonlitasara
hasznaltuk, mig néhany csoport esetében az atlagolt E/c gorbék empirikus paraméterei a

torzult E/c gorbék matematikai korrekciojahoz kellettek.
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3.2.5. A CPA E/c gérbék NBTI okozta torzulasanak kvantifikalasa

Az NBTI, mint szelektiv ENT1 inhibitor, jol oxigenizalt koriilmények kozott noveli
Ez az akut koncentracio tobblet minden NBTI jelenlétében felvett E/c gérbénket torzitotta,
mivel mar a gorbék felvétele elott Kifejtette a hatasat, amit nem vettiink figyelembe az E/c
gorbék kiértékelése soran. Ezt az interstitialis endogén adenozin tobbletet szamszeriisiteniink
kellett ahhoz, hogy az altala okozott torzulast korrigalni tudjuk. A tobblet interstitialis
adenozin szint kvantifikalasara az RRM-et hasznaltuk oly modon, hogy a P1b (NBTI kezelt)
csoport atlagolt CPA E/c gorbéire illesztettiik a 13. egyenletet, amely a Pla csoport atlagolt
CPA E/c gorbéjének Hill paramétereit tartalmazta:

100- 100-— Broe
1+ 10n~(|0g ECsoflog(lo 9¢x 110!09Ctest ))
E'=100- £ 13. egyenlet
100- max

14+ 10n<(log ECso—logcy )

Ahol: E' — a torzult hatas (a régi modszer szerint); Emax, ECso, N — a megfeleld
CPA E/c gorbe Hill paraméterei, amelyek leirjak a nativ, azaz NBTI-mentes E/c
viszonyokat; ¢ — a CPA koncentracidja (az E/c gorbe felvétele soran bemért); cx
— a 13. egyenlet regresszios paramétere, amely az NBTI altal felhalmozott
interstitialis adenozinnal ekvieffektiv CPA koncentraciot adja meg.

Ezen egyenlet segitségével megkaptuk a P1b csoporthoz tartozo cx-et, vagyis az NBTI
hatasara felszaporodo, torzito hatast kivalté adenozinnal ekvieffektiv CPA koncentraciot. Ezt
kovetéen a régi modszer szerint ebbdl a cx értékbol kiindulva korrigaltuk mind az
adenozinnal felvett NBTI, mind az adenozinnal felvett FSPCX-NBTI E/c gorbéket. A régi
modszer kidolgozéasakor (Kiss és mtsai, 2013) azonban még nem tudtuk, amire az
elobbiekben ismertetett in silico vizsgalat deritett fényt, hogy az FSCPX feltehetéen

befolyasolja az NBTI hatasat ex vivo kisérleti rendszertinkben.

3.2.6. Az adenozin E/c gorbék NBTI miatt torzult hatds értékeinek korrekcidja a régi

modszerrel

Régi modszeriink azon a korabbi feltételezésen alapul, hogy az NBTI ugyanakkora

interstitialis adenozin koncentracié novekedést okoz az FSCPX eldkezelt és az attdl mentes
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pitvarokon. Ez alapjan egyetlen cx értéket hataroztuk meg tgy, hogy a 13. egyenletet
illesztettiik a P1b csoport atlagolt CPA E/c gobéjére (az egyenlet a P1a csoport atlagolt CPA
E/c gorbéjének Hill paramétereit tartalmazta). Ezt a cx értéket behelyettesitettiik a Hill
egyenletbe és igy megkaptuk a cx értékhez tartoz6 torzitd hatast (Ex):

n

E,=E o
X T “max an_I_ECSOn

Ahol: Ex — a torzitd hatés, amelyet a tobblet interstitialis adenozin valt ki; cx — a
13. egyenlettel kapott ekvieffektiv CPA koncentracid; Emax, ECso, N — a
megfelel6 csoport (Pla vagy P2b) atlagolt CPA E/c gorbéjének Hill paraméterei.

gy meghataroztuk az NBTI altal akkumulalt tobblet interstitialis adenozin torzitd
hatasat (Ex) FSCPX eldkezelés mellett és anélkiil. Ahhoz, hogy megkapjuk az adenozinnal
felvett torzult E/c gorbék korrigalt hatasat, a 15. egyenletet alkalmaztuk (ami Iényegében a

8. egyenlet atrendezett alakja):

= _10p_ 100~ E)-(100-E,)

15. egyenlet
corr 100

Ahol: Ecorr — az atlagolt P4 NBTI vagy P4 FSCPX-NBTI gorbékhez tartozo
korrigalt hatas; E' — az atlagolt P4 NBTI vagy P4 FSCPX-NBTI gorbék
hagyomanyosan szamolt hatas értéke, melyet torzult hatdsnak tekintettiink; Ex —
az NBTI altal felhalmozott tobblet interstitialis adenozin hatdsa intakt és
FSCPX-szel depletalt A1 adenozin receptor populacion mérve.

3.2.7. Az adenozin E/c gorbék NBTI miatt torzult hatas értékeinek korrekcioja az uj

modszerrel

Az ) modszer alapja ugyanaz, mint a régi modszeré. A kiillonbség abban rejlik, hogy
mig korabban az NBTI hatdsat az adenozin receptor agonistak E/c gorbéjére fiiggetlennek
gondoltuk az FSCPX eldékezeléstol, in silico kutatasunkban fény deriilt az FSCPX és az NBTI
lehetséges interakciojara. Emiatt szdmolni kell az FSCPX el6kezelés hatdsaval az NBTI
kezelés hatasara, kiilonben a torzult E/c gérbék korrekcidja sordn téves eredményt kaphatunk.
Ebbél kiindulva hoztuk 1étre a P2¢ csoportot, melynek segitségével figyelembe tudjuk venni
az FSCPX ¢és az NBTI esetleges kolcsonhatasat (hatasaik szintjén).
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Az egyediil (FSCPX el6kezelés nélkiil) alkalmazott NBTI okozta adenozin tobblettel
ekvieffektiv CPA koncentraciot (cx-et) az 1j modszer szerint is a P1b (NBTI kezelt) csoport
atlagolt CPA E/c gorbéire illesztett 13. egyenlet adja meg (melybe a Pla csoport atlagolt
CPA E/c gorbéjének Hill paraméterei vannak beirva). Ezzel a cx értékkel azonban csak az
adenozinnal felvett NBTI E/c gorbét korrigaltuk. A P2b (kizarolag FSCPX-szel kezelt)
csoport atlagolt CPA E/c gorbéjének Hill paramétereit tartalmazo 13. egyenletet a P2c
(FSCPX és NBTI egyiitt kezelt) csoport atlagolt CPA E/c gorbéjére illesztve ugyanakkor
megkaptuk azt a cx értéket, ami azzal az endogén adenozin tobblettel ekvieffektiv CPA
koncentréaciot becsli, ami FSCPX eldkezelés utan halmozodik fel NBTI jelenlétében. Az 1j
modszer szerint ezzel a cx értékkel korrigaltuk az adenozinnal felvett FSCPX-NBTI E/c

gorbét.

3.2.8. Adatelemzés

Mindegyik pitvarnak meg kellett felelnie harom kritériumnak annak érdekében, hogy
bekeriiljon a statisztikai értékelésbe (tehat csak azon pitvarok adatait dolgoztuk fel,

amelyeken teljesiilnek az alabbi feltételek):

1. anyugalmi kontrakcidos erének minimum 1 mN-nak kellett lennie az els6 E/c gorbe
felvétele elott

2. azingerelt pitvar mechanikai aktivitdsanak szabalyosnak kellett lennie

3. az elsé adenozin E/c gérbe 10* M adenozin koncentraciéval szembeni valaszanak a
szamtani k6zép + 2 SD intervallumon beliil kellett lennie. Az atlagot és az SD-t az els6 két
kritériumnak megfeleld pitvarok felhasznalasaval szamoltuk. A hdrom kritériumnak

megfeleld pitvarokon kapott 6sszes kisérleti eredményt feldolgoztuk.

Az ajanlas szerint a gorbék illesztéséhez hasznalt egyenletekben a koncentraciokat (c,
mint a beadott agonista koncentracio; ECso; Cx) tizes alapt logaritmusként szerepeltettiik
(GraphPad Prism Software, 2016). Az adatok eloszlasat Shapiro-Wilk normalitas teszttel
vizsgaltuk. Két adathalmazt, ha mindkettd megfelelt a normalitas tesztnek, parositatlan t-
probaval hasonlitottuk dssze. Ha nem felelt meg, Mann-Whitney U-tesztet hasznaltunk. T6bb
mint két adathalmaz Osszehasonlitasat Tukey post-teszttel kombindlt egyszemponti
varianciaanalizissel (ANOVA, Geisser-Greenhouse korrekcidval) végeztiik. A csoport

atlagok (vagy medianok) kiilonbségét p<0.05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.
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A statisztikai elemzéshez és a gorbeillesztéshez a GraphPad Prism 7.04 szoftvert
hasznaltuk Windows 7 és 10 operacios rendszeren (GraphPad Software Inc., La Jolla,
California, USA). A tobbi szamitast Microsoft Office Excel 2016 szoftverrel végeztiik
(Microsoft Co., Redmond, WA, USA).
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4. Eredmények

4.1. In silico eredmények

4.1.1. Az A és B agonistak egyszerii, torzitatlan E/c gorbéinek jellemzoi

szimulacid) nélkiili, vagyis intakt receptor populacioval rendelkezé rendszerben szimulalt
E/c gorbéinek alakja és pozicidja igen hasonld azokhoz az adenozin és CPA E/c gorbékhez,
melyek FSCPX eldkezelés nélkiili tengerimalac pitvaron lettek felvéve korabbi kisérletek
soran. A receptorszam szimulalt csokkenése az A és B agonista E/c gorbéinek mérsékelt

jobbra tolodasat eredményezte, hasonléan a 10 pumol/L FSCPX elékezelés (45 perc

Az A agonista (adenozint szimulald) és a B agonista (CPA-t szimulalo) IA (FSCPX

inkubacid, majd 75 perc mosas) utan felvett adenozin és CPA E/c gorbékhez (10. abra).

A kiindulasi eré cstkkenése (%)

10. abra. Ex vivo kisérletekbdl szarmazo (A panel) és in silico szimulalt (B panel)
rovid (négyzet szimbolum) €s hosszu (kor szimbolum) felezési idejii agonistak
koncentracio-hatas (E/c) gorbéi intakt (kitoltott szimbolumok) és csokkentett
(iires szimbolumok) receptorszamu rendszerekben. Az x tengely az agonistak
pedig a kivaltott hatast. A folytonos vonalak jelzik az illesztett Hill egyenletet.
Az A panelen a szimbolumok az atlag + SEM értéket mutatjak. Ado: adenozin
(az A1 adenozin receptor endogén, rovid féléletidejii agonistaja); CPA: N°-
cyclopentyladenosine (szintetikus A1 adenozin receptor agonista hosszu felezési
idével); FSCPX: elozetes kezelés 8-cyclopentyl-3-[3-[[4-
(fluorosulfonyl)benzoyl]oxy]propyl]-1-propylxanthine-nal  (irreverzibilis Az
adenozin receptor antagonista); A: A agonista (az adenozint szimulalja); B: B
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agonista (a CPA-t szimulalja); IA: el6zetes kezelés irreverzibilis antagonistaval
(FSCPX e¢l6kezelés szimulalasa). Az A panel adatai korabbi kisérletekbdl
szarmaznak (Pak és mtsai, 2014).

4.1.2. Az onmagaban alkalmazott TI kezelés, valamint az IA-val és TI-vel valo egyiittes

kezelés hatasa az A agonista E/c gorbéjére

A TI (NBTI szimulacid) kezelés az A agonista E/c gorbéjét balra tolta és kissé
csokkentette a maximalis hatast, csakigy, mint ahogy azt a 10 umol/L NBTI kezelés tette az
adenozin E/c gorbével. Mivel a szimulacié soran tobb tényez6t kellett harmonizalni, ez a
hatés valamivel kisebb volt a szimulalt modellben, mint a bioldgiaiban. A 10 umol/L FSCPX
¢s 10 umol/L NBTI egyiittes alkalmazdsdnak meglepd hatasa az adenozin E/c goérbére
(vagyis az, hogy ENT1 blokad mellett az irreverzibilis A1 receptor antagonista fokozni
latszott az adenozin maximalis hatasat; 11. A abra) azonban nem volt in silico reprodukalhaté
azzal a feltételezéssel, hogy a TI az IA elékezeléstol fiiggetleniil hat. Ezzel szemben, amikor
interakci6t feltételeztiik az az 1A és TI kozott, a harom E/c gorbe relativ helyzetét sikertilt a
bioldgiai rendszerben lathatohoz hasonléva tenni (11. B abra).
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11. abra: Ex vivo (A panel) és in silico (B panel) E/c gorbék, melyek rovid
féléletidejli agonista hatdsat mutatjdk transzport inhibitor hidnyaban ¢és
jelenlétében, intakt (kitoltott szimbolumok) ¢és csokkentett receptorszamu
(nyitott szimbolumok) rendszerekben. Az E/c gorbék eléallitasahoz hasznalt
valos €s szimuldlt agonista egyarant nagymértékben elimindlodik jelentds
membran transzportjanak koszonhetéen. Az x tengely mutatja az agonistak

crer
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kivaltott hatast. A folytonos vonalak jelzik az illesztett Hill egyenletet. Az A
panelen a szimbolumok az atlag + SEM értéket mutatjak. Ado: adenozin; NBTI:
kezelés S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine-nal (az ENT1 gatloja);
FSCPX: elézetes kezelés 8-cyclopentyl-3-[3-[[4-
(fluorosulfonyl)benzoyl]oxy]propyl]-1-propylxanthine-nal  (irreverzibilis Az
adenozin receptor antagonista); A: A agonista (az adenozint szimulalja); TI:
kezelés az A agonista transzport inhibitoraval (az NBTI jelenlétének
szimulalasa); IA: elokezelés irreverzibilis receptor antagonistaval (az FSCPX
elokezelés szimulalasa). Az A panel adatai korabbi kisérletekb6l szarmaznak
(Pak és mtsai, 2014).

Ezen vizsgalat soran azt feltételeztiik, hogy az eldzetes 1A eldkezelés gatolja a TI
hatasat. Fontos szempont volt, hogy mindkét kezelt gérbe a kontroll (egyszerti, torzitatlan)
gorbe folott fusson, egészen a két legmagasabb koncentracioig, ahol mindkét kezelt gérbe a

kontroll gorbe alé kell keriiljon (11. B 4bra).

4.1.3. A TI kezelés hatdasa a B agonista E/c gorbéjére

A TI kezelés jobbra tolta a B agonista E/c gorbéjét és mérsékelten csokkentette annak
maximalis hatasat, Gsszehasonlitva a B agonista egyszer(i, torzitatlan és IA nélkiili E/c
gorbéjével (amely a kontroll gorbét képviseli). Ez megfelel az ex vivo CPA E/c gorbék
viselkedésének, melyeket 10 pmol/L NBTI hidnyaban illetve jelenlétében vettiink fel. Noha
a szimulalt modell kissé eltéré valaszt adott a Tl-re, mint a biologiai modell az NBTI-re, az
E/c gorbék relativ helyzete azonos volt az in silico és az ex vivo modellekben (12. abra). Az
RRM becslése a transzportgatlas miatti tobblet A agonista koncentraciora egyébként

majdnem megegyezett a szimulacidban elére meghatarozott értékkel (3.86-1077 és 4:1077).

4.1.4. Az A agonista korrigalt E/c gorbéi

A transzportgatlas hatdsara fellépd agonista akkumulécié torzité hatdsanak
korrekcidjat kovetden az E/c gérbék ugyanazt az elrendez6dést mutattak az in silico és az ex
vivo rendszerekben (13. abra). Az A agonista telitd koncentracioinal a csak TI-vel kezelt E/c
gorbe hatas értékei meghaladtak az 1A-val és TI-vel egyarant kezelt E/c gorbe hatés értékeit,
igaz, nem sokkal, a gorbék hatas értékei szinte azonosak voltak (13. B ébra). Az IA kezelés
hatasa az A agonista maximalis hatasara tehat meglehetdsen csekélynek bizonyult az in silico

rendszerben (13. B abra), hasonloan az ex Vivo rendszer esetében tapasztalhatohoz (13. A

45



abra). Ez az eredmény megerdsiti azon korabbi vizsgalataink eredményeit, amelyek szerint
az adenozin direkt negativ inotrop hatasara vonatkozo A1 receptor rezerv igen nagy

tengerimalac pitvarban (Kiss és mtsai, 2013; Pak ¢és mtsai, 2014).
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12. abra: Ex vivo (A panel) és in silico (B panel) E/c gorbék, amelyek hosszl
felezési idejii szintetikus agonista hatasat mutatjak agonista transzport inhibitor
hidnyaban és jelenlétében, intakt receptor populacioval rendelkez6 rendszerben.
A transzportgatlas nem befolyasolta az E/c gorbéknél alkalmazott szintetikus
agonista sorsat, mindkét rendszerben csak az endogén agonista transzportjat
gatoltak (amely ugyanazt a receptort aktivalja, mint a szintetikus agonista). Az
logaritmusat, az y tengely pedig a kivaltott hatast. A folytonos vonalak az
illesztett Hill egyenletet jelzik, mig a szaggatott vonalak az RRM (receptoralis
valaszkészség modszer) illesztett egyenletét (13. egyenlet). Az A panelen a
szimbolumok az atlag + SEM értéket adjak meg. CPA: N°-
cyclopentyladenosine;  NBTIL:  kezelés  S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-
thioinosine-nal (az ENT1 gatloja); B: B agonista (a CPA-t szimulalja); TI:
kezelés az A (endogén) agonista transzport gatlojaval, ami a B (szintetikus)
agonistat nem befolyasolja (az NBTI jelenlétének szimulalasa). Az A panel
korabbi kisérletek adatait mutatja (Pak és mtsai, 2014).

Az A agonista korrigdlt TI kezelt (és IA eldkezelés nélkiili) E/c gorbéje a
varakozasoknak megfelelden gyakorlatilag atfedett a neki megfeleld torzitatlan E/c gdrbével
(amely a korrekcid beépitett kontrolljaként szolgalt). Ezzel szemben a korrigalt 1A eldkezelt
¢és TI kezelt E/c gorbe jelentdsen meghaladta a torzitatlan parjat (a beépitett kontrollt) az A
agonista kis és kozepes koncentracidindl. Mindazonaltal telité A agonista koncentracidknal

a két gorbe kiilonbsége elhanyagolhatova valt (13. B dbra).
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13. abra: Ex vivo (A panel) és in silico (B panel) E/c gorbék, amelyek rovid
felezési idejli agonista korrigalt hatasat mutatjak transzport inhibitor hidnyaban
¢s jelenlétében, tovabba intakt (kitoltdtt szimbolumok) és csokkentett (nyitott
szimbolumok) receptorszamu rendszerekben. Az in silico rendszer beépitett
kontroll (torzitatlan) gorbéinek szimbolumai: x €s *). Az x tengely az agonistak
pedig a kivaltott hatdst. A szimbolumok kozotti pontozott vonalak csak
Osszekapcsoljak dket, mig a szimbolumok nélkiili pontozott vonalak a kontroll
adenozin E/c gorbe adataira (A panel) és az A agonista egyszerii, torzitatlan E/c
gorbéjére (B panel) illesztett Hill egyenletet mutatjak intakt receptor populacioju
rendszerekben. Ado: adenozin; NBTI: kezelés S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-
thioinosine-nal;  FSCPX:  el6zetes  kezelés  8-cyclopentyl-3-[3-[[4-
(fluorosulfonyl)benzoyl]oxy]propyl]-1-propylxanthine-nal; A: A agonista (az
adenozint szimuldlja); TI: kezelés az A agonista transzport inhibitoraval (az
NBTI jelenlétének szimuldlasa); IA: eldzetes kezelés irreverzibilis
antagonistaval (az FSCPX el6kezelés szimulalasa); torzitatlan (unbiased): az A
agonista torzitatlan E/c gorbéi (a megfeleld korrigdlt E/c gérbék beépitett
kontroll fliggvényei); korrigalt (corrected): korrigalt E/c gorbék. Az A panel
adatait korabbi kisérletekbdl vettiik at (Pak és mtsai, 2014).

Ennek a jelenségnek az oka az IA ¢€s a TI hatasai kozott modellezett interferencia. Az

adenozin E/c gorbék relativ helyzetének reprodukalasa érdekében feltételeztiik, hogy az 1A

kezelés enyhén gatolja a TI egyébként teljes gatld hatdsat az A agonista transzportjara.

Ugyanakkor a korabbi gyakorlatot kovetve (Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014) csak

egy cx értéket (ekvieffektiv B agonista koncentracid) hasznaltunk a TI altal eléidézett A

agonista tobblet szamszeriisitéséhez. Mivel ezt a cx-et az IA eldkezelés nélkiili E/c gorbékbol
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nyertiik, ez a komplett transzport blokad alatti agonista felhalmozodasrol tajékoztat. Ezért ezt
a Ccx-et nem lehet felhasznalni az IA-val elokezelt E/c gorbék korrekcidjara, hiszen uj
hipotézisiink alapjan (miszerint az IA és a TI kozott interakcid van) IA és TI egyiittes
alkalmazasa inkompletté teszi a transzport blokadot.

Mivel nem talaltunk erre vonatkozé korabbi adatot és eddig szamunkra sem meriilt
fel az FSCPX ¢és az NBTI kozotti interakcio lehetdsége, korabbi munkaink soran minden
szamitashoz egy cx értéket alkalmaztunk (Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014). A jelen
vizsgalat eredményeit figyelembe véve ez a gyakorlat elvi alapon kifogasolhatonak
bizonyult. A korabban a receptor rezerv nagysagara vonatkozo, a korrigalt E/c gorbékbdl
levont kovetkeztetések azonban helyesek maradtak, mivel az elvi hiba kovetkezményei
gyakorlatilag nem érintik ezen gorbék terminalis (szaturalt) szakaszat (melyek alapjan az A

receptor rezervre vonatkoz6 megallapitasok leszlirhet6ek) (13. B abra).

4.2. A tengerimalac pitvaron végzett ex vivo kisérletek eredményei

4.2.1. A kezeletlen (kontroll) adenozin és CPA E/c gorbék

Az exogén adenozin —a korabbi tapasztalatoknak megfeleléen — koncentraciofiiggéen
csOkkentette az Osszes pitvar kontrakcios erejét. Az elsd adenozin E/c gorbék Hill
paraméterei nem mutattak szignifikans kiilonbségeket az egyes kisérleti csoportok kozott. Ez
a megfigyelés a jelen vizsgalathoz hasznalt pitvarok homogenitasat mutatja (14. A abra).

A pitvari kontrakcios erdt a CPA is koncentraciofiiggd modon csokkentette, szintén
Osszhangban a korabbi tapasztalatokkal. A Pla és a P2a csoportok CPA E/c gorbéinek Hill
paraméterei nem kiilonboztek szignifikdnsan egymastol (2. tablazat), jelezve, hogy a
protokolljaik kozotti kiilonbségek (kiilonos tekintettel az idOtartamra, 1asd: 1. tdblazat) nem

befolyasoltak 1ényegesen a CPA-ra adott valaszt (14. B ébra).
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14. dbra: Az adenozin (A panel) és a CPA (B panel) direkt negativ inotrop hatasa
izolalt tengerimalac pitvaron az adenozin homeosztazisat modositd vegyszerek
(FSCPX, NBTI) hidnydban. Az A panelen az adenozinnal felvett els
koncentracio-hatas (E/c) gorbe lathatdo mind a hét csoportban (Pla, P1b, P2a,
P2b, P2c, P3 és P4). A B panelen a CPA-val felvett (masodik) E/c gorbe keriilt
bemutatasra a Pla és a P2a csoportokban. A ,kontroll” kifejezés ezen gorbék
szerepére utal, emellett jelzi kezeletlenségiiket is. Az X tengely az agonistak
az y tengely a hatést (a kiindulasi kontrakcios erd szazalékos csokkenéseként).
A szimbolumok az agonista koncentraciokra adott valaszok csoportatlagat jelzik
(= SEM), a gorbék pedig az illesztett Hill egyenletet szemléltetik. Fekete E/c
gorbe: elsé E/c gorbe adenozinnal; Kék E/c gorbe: méasodik E/c gorbe FSCPX
nélkiil; Ado: adenozin; CPA: Né-cyclopentyladenosine.

4.2.2. A CPA E/c gérbék a P1 és P2 csoportokban

¢és mtsai, 2014) Osszhangban az NBTI kezelés a CPA E/c gorbét jelentésen deprimalta
(csokkentve az Emax-ot) és jobbra tolta (ndvelve a logECso-et) a kontroll CPA E/c gorbével
Osszehasonlitva. Korabbi megfigyeléseinkkel (Gesztelyi és mtsai, 2013; Kiss és mtsai, 2013,;
Pak és mtsai, 2014) szintén 6sszhangban az FSCPX eldkezelés a CPA E/c gorbét mérsékelten
jobbra tolta a kontroll CPA E/c gorbéhez képest (névelve a logECso-et). Az FSCPX és az
NBTI egyiittes alkalmazasa ugyanakkor a CPA E/c gorbe lefutasan a kizarélag FSCPX-szel
elokezelt CPA E/c gorbéhez képest csaknem semmit nem valtoztatott, eltekintve az Emax és

a Hill koefficiens enyhe, nem szignifikans csokkentését6l. Ez azt jelenti, hogy az FSCPX

Korabbi megfigyeléseinkkel (Karsai és mtsai, 2006, 2007; Kiss és mtsai, 2013; Pak
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elokezelés szinte teljesen felfiiggesztette az NBTI hatasat a CPA-ra adott valaszra (15. A
abra, 2. tablazat).
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15. abra: A CPA (A panel) és az adenozin (B panel) direkt negativ inotrop hatasa
FSCPX elokezeléssel és anélkiil, kombinalva NBTI hidnyaval és jelenlétével.
Az alkalmazott (el6)kezeléseket és a kisérleti csoportokat (dolrtel szedve)
feltiintettiik. Az egyszerliség kedvéért a Pla (kontroll) és a P3 kontroll gorbét
(amelyek nem kiilonboztek jelentdsen a P2a (kontroll) és a P4 kontroll gorbétdl)

tizes alaptl logaritmusat mutatja, az y tengely pedig a hatast (a kiindulasi
kontrakci6 erd szdzalékos csokkenéseként). A szimbolumok az agonista
koncentraciokra adott valaszok csoportatlagait abrazoljak (= SEM), a gorbék
pedig az illesztett Hill egyenletet szemléltetik. Kék E/c gorbe: FSCPX nélkiil,
Piros E/c gorbe: FSCPX el6kezelés utan; Ado: adenozin; CPA: NE-
cyclopentyladenosine;  NBTI:  S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine;
FSCPX: 8-cyclopentyl-3-[3-[[4-(fluorosulfonyl)benzoyl]oxy]propyl]-1-
propylxanthine.

Az NBTI (P1b) hatasara felhalmozodott tobblet interstitialis adenozin 100,2 nM
CPA-val, mig az FSCPX és NBTI egyiittes kezelés (P2c¢) hatasara felszaporod6 tobblet
interstitialis adenozin csak 6,73 nM CPA-val bizonyult ekvieffektivnek. Ezek az eredmények
az RRM Adltal szolgaltatott regresszios paraméterekbdl /log(cx)/ szdrmaznak, amelyek értékei
-6,99 és -8,17 (95%-0s konfidencia intervallumaik: -7,18 és -6,84, illetve -0 és -7,72), az
emlités sorrendjében (16. abra). Igy az FSCPX elékezelés az NBTI altal felhalmozott extra

crer

tengerimalac pitvarban.
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CPA P1a (Co) P2a (Co) P2b (X) P1b (NB) P2¢ (X+NB)
Ermax 88.42 + 0.84 89.21 + 1.46 87.49 + 1.75 71.68 +5.24 84.6 £ 1.64
i, 4+ wx
|OgECSO ~7.51 £ 0.09 —7.47+0.074 —6.85£0.05 —6.53 £0.32 —6.86 £0.06
++ i §§
n 0.9 £0.06 0.98 +0.03 0.93+0.04 0.84+0.09 0.86+0.02
Ado P3 Co P4 Co P3 X P4 NB P4 X+NB
Emax 93 +0.85 91.04+ 1 93.85+ 1.78 71.23£4.9 90.22 £ 1
HHH, 14+ flala
logECso  —4.58 +0.08 —474+0.13 —3.88£0.07 -5.92+0.25 —6.08 £ 0.07
ot o FA §§8§; 0000
n 0.73 +0.03 0.85+0.03 0.83+0.07 0.81+0.13 0.830.1

2. tablazat. Az adenozin és CPA E/c gorbék Hill paraméterei. AZ Emax, I0gECso
¢és n (atlag + SEM) az egyes E/c gorbékre illesztett Hill egyenlet regresszios
paraméterei. A kovetkez6 6sszehasonlitasokat végeztiik el: P1a és P2a (CPA E/c
gorbeék); P3 és P4 (az els6é adenozin E/c gorbek); a P1 + P2 csoport 6sszes CPA
E/c gorbéje; a P3 + P4 csoport Osszes adenozin E/c gorbéje. Az Osszes
szignifikéans kiilonbséget feltiintetjiik (+: Co vs. X; #: Co vs. NB; §: Co vs. X +
NB; #: X vs. NB; ¢: X vs. X + NB; *: NB vs. X + NB). Co: kontroll (naiv); X:
FSCPX eldkezelés; NB: NBTI kezelés; X + NB: FSCPX-NBTI egyiittes kezelés;
Pla, P1b, P2a, P2b, P2c, P3 és P4: csoportazonositok; Ado: adenozin; CPA: NE-
cyclopentyladenosine; NBTI: S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine-nal;
FSCPX: oxy]propyl]-1-propylxanthine;
szignifikancia szintjére utal: egy jel: p <0,05; két jel: p <0,01; harom jel: p
<0,001; négy jel: p <0,0001.

a jelek szama a statisztikai
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16. abra. A CPA direkt negativ inotrop hatdsa NBTI jelenlétében FSCPX
elokezeléssel és anélkiil. Az alkalmazott (eld)kezeléseket és a kisérleti
csoportokat (ddirtel szedve) feltiintettiik. Az x tengely a CPA (szervkadbeli)

“y ey

hatast (a kiindulasi kontrakcios erd szazalékos csokkenéseként). A szimbdlumok
az agonista koncentraciokra adott valaszok csoportatlagait abrazoljak (+ SEM),
mig a szaggatott gérbék az illesztett RRM modellt (13. egyenlet). Kék E/c gorbe:
FSCPX nélkiil; Piros E/c goérbe: FSCPX elékezelés utin; CPA: NO-
cyclopentyladenosine;  NBTI:  S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine;
FSCPX: 8-cyclopentyl-3-[3-[[4-(fluorosulfonyl)benzoyl]oxy]propyl]-1-
propylxanthine.

4.2.3. Adenozin E/c gorbék a P3 és P4 csoportokban

Ahogyan az varhato volt (Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014), az NBTI
szignifikansan deprimalta és balra tolta az adenozin E/c gorbét a kontrollhoz képest (bar az
Emax csokkenése nagyobb volt, mint korabban). A varakozasoknak megfeleléen (Gesztelyi
¢és mtsai, 2013; Kiss és mtsai, 2013; Pak ¢s mtsai, 2014) az FSCPX elokezelés pedig jobbra
tolta az adenozin E/c gorbét a kontrollhoz képest, nagyjabol annyira, mint a CPA E/c gorbe
esetében. Az FSCPX-NBTI egyiittes kezelés ugyanakkor olyan adenozin E/c gorbét hozott
1étre, melynek Emax értéke gyakorlatilag megegyezett a kontroll (valamint a kizarélag FSCPX
elokezelt) adenozin E/c gorbe Emax-aval, I0gECso értéke viszont hasonld volt a kizarolag
NBTI kezelt adenozin E/c gorbe logECso-ével. Az FSCPX eldkezelés tehat gatolni latszik az

NBTI néhany, de nem minden hat4sat az adenozinra adott valaszra (15. B abra, 2. tablazat).

52



4.2.4. Az FSCPX elokezelés és az NBTI kezelés interferencidja

Korabban nagy meglepetést okozott munkacsoportunknak az a paradox jelenség,
hogy NBTI jelenlétében az FSCPX el6kezelés kismértékben (de egyértelmiien) fokozni
latszott az adenozinra adott valaszt (Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014). A jelen
vizsgalatban ezen interferencia mértéke szokatlanul nagy volt (csakigy, ahogy az NBTI
deprimald hatasa is igen kifejezett volt a korabbi tapasztalatokhoz képest). Az FSCPX
elokezelés szignifikdnsan novelte a CPA-ra €s az adenozinra adott valaszt is, nemcsak magas
koncentraciokban, hanem kézepes koncentraciokban is, amikor az FSCPX+NBT]I kezelt E/c
gorbéket a kizarolag NBTI kezelt gorbékkel hasonlitottuk 6ssze (15. A, B abra). Az FSCPX
elokezelés ugyanakkor nem befolyasolta szignifikansan az NBTI erdteljes balra told hatasat
az adenozin E/c gorbére. Ennek eredményeként az FSCPX+NBTI kezelt és a csak FSCPX
elokezelt CPA E/c gorbe alig kiiloniilnek el, mig az FSCPX+NBT]I kezelt és a csak FSCPX
elokezelt adenozin E/c gorbe egymastol a lehetd legtavolabb helyezkednek el (15. A, B ébra,
2. tablazat).

Egy masik megkozelités ennek az interferencianak a bemutatasara, ha az NBTI kezelt
E/c gorbék és a nekik megfelel6 kontroll E/c gorbék kozotti kiillonbségeket hasonlitjuk ssze
az FSCPX+NBT]I kezelt E/c gorbék és a megfelelé csak FSCPX eldkezelt E/c gorbék kozotti
kiilonbségekkel. Ily moédon olyan pitvarokat hasonlitunk 06ssze, amelyeknek hasonld
nagysagu a mikodoképes A receptor készlete. A CPA E/c gorbéket illetéen az NBTI
onmagaban kb. 16,7%-kal csokkentette az Emax-ot és az E/c gorbe tizszeres jobbra tolodasat
eredményezte. Ezzel szemben FSCPX eldkezelés utan az NBTI csak 2,9% -kal csokkentette
az Emax-ot és nem valtoztatta meg az E/c gorbe helyzetét (tehat az ECse-et, 1asd: 2. tablazat).
Az adenozin E/c gorbék esetében az NBTI 6nmagaban 19,8%-kal csokkentette az Emax-ot és
15-sz6ros balra tolodast okozott. Az FSCPX eldkezelés utan azonban az NBTI 3,6%-kal
csokkentette az Emax-ot (hasonléan a CPA-val kapott eredményekhez), mikozben hatalmas,

mintegy 158-szoros eltolodast eredményezett balra (2. tablazat).

4.2.5. Az NBTI jelenlétében felvett adenozin Elc gorbék korrigalt hatasai

Akorrigalt, csak NBT1 kezelt adenozin E/c gorbe jelentdsen meghaladta korrigalatlan
(hagyomanyosan értékelt) parjat. A korrigalt, csak NBTI kezelt adenozin E/c gorbe
maximuma elérte kontrolljanak maximumat (a P4-csoport kezeletlen adenozin E/c gorbéjét).

A korrigalt, csak NBT]I kezelt adenozin E/c gorbe kiindulasi pontja az a hatas volt, amit az
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NBTI miatt felszaporodé interstitialis adenozin 6nmagéaban valtott ki intakt Ay receptor
készleten (17. abra).
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17. édbra. Az adenozin koncentraci6 hatas (E/c) gorbék régi és j modszerrel
korrigélt hatds értékei az NBTI jelenlétében felvett P4 csoportban, FSCPX
eldkezeléssel és anélkiil. Viszonyitasi alapként a P4 csoport kontroll adenozin
E/c gorbéje 1is feltlintetésre keriilt (amelynek hatds értékei eleve
torzuldsmentesnek tekinthetéek). Az alkalmazott (eld)kezeléseket €s a kisérleti
csoportot (utobbi dolt betiivel) is megneveztiik. Az x tengely logaritmikus skalan
az exogén adenozin szervkadbeli koncentracioit mutatja, az y tengely pedig a
hatast (a kiindulasi kontrakcios erd szazalékos csokkenéseként). A szimbolumok
az adenozinra adott atlagolt valaszokat jelzik. Kék E/c gorbe: FSCPX nélkiil;
Piros E/c gorbe: FSCPX el6kezelés utan; Ado: adenozin; FSCPX: 8-
cyclopentyl-3-[3-[[4-(fluorosulfonyl)benzoyl]oxy]propyl]-1-propylxanthine;
NBTI: S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine.

A P4 csoport atlagolt, FSCPX+NBTI kezelt adenozin E/c gorbéjét kétféleképpen
korrigaltuk: az Gj modszerrel (amelyet az elébbiekben bemutatott in silico vizsgalat soran
kapott eredmények alapjan javitottunk), valamint a régi modszerrel (Kiss és mtsai, 2013).

Az ij médszer alkalmazasakor a korrigalt FSCPX+NBT]I kezelt adenozin E/c gorbe
mélyen a korrigalt, csak NBTI kezelt adenozin E/c gorbe alatt kezd6dott, de gyakorlatilag
ugyanazt a maximumot érte el, mint a kontroll gorbe és a korrigalt, csak NBTI kezelt
adenozin E/c gorbe. Korabbi megallapitasunknak (Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014)
megfelelden ez is azt mutatja, hogy az A; receptor rezerv igen nagy az adenozin direkt

negativ inotrép hatdsara nézve tengerimalac pitvaron. A korrigalt FSCPX+NBTI kezelt
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adenozin E/c gorbe kiindulasi pontjat a FSCPX+NBTI kezelés okozta tobblet interstitialis
adenozin depletalt A1 receptor készleten kivaltott hatasa képezte (17. abra).

A régi modszerrel korrigalt FSCPX+NBTI kezelt adenozin E/c gorbe latvanyosan
meghaladta az (j modszerrel korrigalt megfelel6jét alacsony és kdzepes (exogén) adenozin
koncentraciok mellett. Magas (exogén) adenozin koncentraciok mellett a régi modon
korrigalt gorbe mar kozel keriilt 0j megfeleldjéhez (17. abra). Ez azt mutatja, hogy a régi
modszerrel kapott eredmények talbecsiilik a kérdéses receptor rezervet, de csak kis
mértékben.

Meg kell jegyezni, hogy mivel az endogén (és ezaltal az §sszegzett) interstitialis
adenozin koncentracié pontos értékei az A receptorok kozelében a vizsgalat soran
ismeretlenek maradtak, a korrigalt hatas értékeket csak a konnyen kiszamithato szervkadbeli
exogén adenozin koncentracid fliggvényében lehetett abrazolni. Mindazonaltal a P4
csoporton beliil az eredendéen torzulasmentes (vagyis NBTI nélkiil felvett) hatas értékek és
a korrigalt értékek (kiilondsen azok, amelyek magas exogén adenozin koncentraciokhoz

tartoznak) jol (informativ moédon) dsszehasonlithatok egymassal (17. abra).
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5. Megbeszélés

5.1. Az in silico kovetkeztetések

Az in silico vizsgalatunk bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy az altalunk kidolgozott
kvalitativ modszerrel megbizhatéan lehet értékelni az adenozin — mint gyorsan
metabolizalod6 endogén agonista — altal kivaltott direkt negativ inotrép hatasra vonatkozo
A1 adenozin receptor rezervet izolalt és ingerelt tengerimalac bal pitvaron. Ugyanakkor a
szimulacids vizsgalatunk sordn azt is megallapitottuk, hogy az FSCPX el6kezelés feltehetden
gyengiti az NBTI hatasat az A1 adenozin receptor stimulacio hatasat tiikr6z6 E/c gorbékre.
Tovabbi eredményiink, hogy az FSCPX eldkezelést kovetd NBTI kezelés mellett felvett
adenozin E/c gorbe a kdzelmultban publikalt modszeriinkkel (Kiss €s mtsai, 2013) végzett
korrekcié utan enyhén talbecsiili a receptor rezervet. (Ennek kikiiszobolésére egyébként a
késobb ismertetendd ex Vvivo vizsgalatunk soran egy uj, javitott modszert ajanlottunk, ami
mentes ettdl a hibatol.)

Az alapkutatas, valamint a gyodgyszerfejlesztés szempontjabol alapvetd fontossagu,
hogy feltarjuk a pontos E/c Osszefliggéseket minden igéretes receptor agonista esetében,
ideértve a rovid felezési idejli vegylileteket is. Fontos az is, hogy felmérjiik ezen agensek
hatas kivalto képességét a kiilonboz6 szovetekben a kiillonbozd receptorok altal kozvetitett
valtozatos hatasok szempontjabol. Ugyanakkor komoly kihivast jelent a gyorsan eliminal6do
agensek vizsgalata, mivel ezek koncentracidja erésen fligg szdmos belsé mechanizmustol,
igy fokozottan érzékeny a kiilonféle kiilsd beavatkozasokra. Ezenkiviil kiilonosen nehéz a
rovid felezési idejii agonistak — mint példaul az adenozin — szintjét kvantifikalni a receptoraik
mikrokornyezetében, ami az E/c gorbe szempontjabol relevans szoveti kompartment (Karsali
¢s mtsai, 2006; Ramakers és mtsai, 2008). Ezek a nehézségek tobbek kozott akadalyozzak az
adenozin és a hasonléan gyorsan bomlé agonistak receptor rezervjének meghatarozasat is
(Gesztelyi és mtsai, 2013).

In silico modelliinket azért fejlesztettiik ki, hogy szimulalni tudjuk a pitvari
myocardium adenozinerg és adenozin kezelé mechanizmusait annak érdekében, hogy az Ax
adenozin receptor altal medialt direkt negativ inotrép hatdsra vonatkozo receptor rezerv
nagysagat fel tudjuk mérni. Munkank soran reprodukaltuk azokat az adenozin és CPA E/c
gorbéket, amelyeket a munkacsoport el6z6 ex vivo tanulmanyaban mutatott be (Pak és mtsai,
2014). A szimulalt gorbéket az ex vivo E/c gorbéknél ismertetett modon (Kiss és mtsai, 2013)

értékeltiik és Osszehasonlitottuk a biologiai rendszer megfeleld gorbéivel kisérleti
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modszerilink validalasa és eredményeink lehetd legjobb értelmezése érdekében.

A Kiilonb6z6 adenozin analdégokkal (FSCPX, NBTI) kezelt adenozin és CPA E/c
gorbék konnyen reprodukalhatonak bizonyultak. Ahhoz azonban, hogy az FSCPX-szel és
NBTI-vel egyarant kezelt E/c gorbék lefutasat reprodukalni tudjuk (11. abra), feltételezniink
kellett, hogy a szimulalt FSCPX el6kezelés valamilyen modon gyengiti a szimulalt NBTI
kezelés hatasat az E/c gorbékre. Ahol e két vegyiilet (pontosabban a veliik végzett kezelés)
nem fordult el ugyanabban a rendszerben, a szimulalt E/c gorbék ,,valosaghti”
viselkedéséhez elegendd volt jol ismert hatasaikat feltételezni (11. abra).

Az a zavarba ejt6 kérdés, hogy milyen mechanizmus okozhatja az FSCPX és az NBTI
hatasainak interferencidjat, megvalaszolatlan maradt a jelen disszertacidét megalapozo 2017-
es in silico vizsgalat soran. EQy egyszer( lehetéséget mar akkor is felvetettiink, nevezetesen
azt, hogy az FSCPX — esetlegesen az ENT1 kovalens modositasa révén — igy valtoztatja meg
az ENT1 szerkezetét, hogy akadalyozza az NBTI-t az ENT1 gatlasaban (tehat az FSCPX
irreverzibilis antagonistaként viselkedne az ENT1 NBTI-ko6téhelyén is). Felmertiltek egyéb
lehetdségek is, példaul az FSCPX aktivalhatna az ENT1-en kiviili nukleozid transzportereket
(pl. ENT2), mely hatas nem lenne észlelhetd, ha a dominans ENT1 miikodne, de az NBTI
okozta ENTI1 blokad mar észrevehetévé tenné ezt a transzportot. A kérdés
megvalaszolasahoz a jelen disszertaciot megalapozo ex vivo vizsgalat vitt kicsivel kdzelebb.

A jelen in silico vizsgalat tapasztalatai megerdsitették azon korabbi ex vivo
eredményiinket, hogy az A1 adenozin receptor rezerv igen jelent6s az adenozin tengerimalac
bal pitvari A receptorok medialta direkt negativ inotrop hatasara nézve (Kiss és mtsai, 2013;
Pak és mtsai, 2014). Ennek jelent6ségét alahuzza az adenozin rovid féléletideje, ami
megnehezitette a receptor rezerv meghatarozast a korabbi modszerekkel (Gesztelyi és mtsai,
2013). Emellett vizsgalatunk felhivja a figyelmet a kisérletek soran hasznalt vegyi anyagok
kozott lehetséges varatlan kdlcsonhatasokra is, amelyeket sosem szabad teljesen kizarni az
eredmények interpretalasa soran (hacsak nem torténtek idevagd ellenérzé vizsgalatok is,
melyek ezt megengedik).

Korabban bemutatott kvalitativ modszeriink (Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014)
hozzéjarulhat receptor rezervre vonatkoz6 hasznos adatok gytlijtéséhez mas rovid felezési
1dejli agonistak esetében is. Ezen ) mddszer gyakorlatba torténd bevezetésének lehetséges
elényei a receptor rezerv jelentdségébdl és sajatos természetébdl adodnak. A kiilonb6zo
agonistak hatékonysaga kiszdmithatova valhat a kiillonb6z6 szovetekben a hozzajuk tartozo
receptor rezerv értékek alapjan: ez egy olyan tudas, amely, ha a gyogyszerfejlesztésben

alkalmazzak, segithet csokkenteni a nem kivant mellékhatasokat. Szamos terdpids
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indikacioban fejlesztenek olyan a kis hatékonysagu A1 receptor agonistakat, amelyek csak a
nagy A1 receptor rezervvel rendelkezd szovetekben véltanak ki szamottevd hatasokat
(Albrecht-Kiipper és mtsai, 2012; Greene és mtsai, 2016; Kiesman és mtsai, 2009; Schenone
és mtsai, 2010; Szentmikl6si és mtsai, 2011a). Mivel egyes hatéanyagok ugyanakkor
endogén agonistak szintjét és/vagy eloszlasat befolydsoljak, az ezekkel az agonistakkal
kapcsolatos receptor rezerv adatoknak is van terapias jelentésége. Ezen megfontolasokon til
modszeriink az alapkutatasban is felhasznalhato, nevezetesen az endogén agonistak E/c
kapcsolatdnak feltarasara kiilonbozd koriilmények kozott. Erre példaként szolgéljon
munkacsoportunk egy korabbi vizsgalata, ahol az 0j moddszer részeként alkalmazott
korrekcios eljaras eredményei alapjan 0j megallapitast tettiink a pajzsmirigyhormon-
érzékeny adenozin dezaminaz gétlas hatasarol. A vizsgélat sordn az adenozin dezaminaz
gatlasa fokozta a pitvari A1 adenozinerg jelerésitést, ami hyperthyreosisban kifejezettebb volt
(Pak és mtsai, 2015). Ez a mechanizmus gyakorlati jelentéséggel birhat a sziv ischaemias
toleranciajanak javitasaban.

Receptor rezerv meghataroz6 modszeriink f6 hidnyossaga kvalitativ (legjobb esetben
is szemikvantitativ) jellege. Mindazonaltal egy elméleti (és bizonyos esetekben gyakorlati)
korlatokkal rendelkez6 kvantitativ modell helyett egy ilyen hatranyoktol mentes kvalitativ
modell hasznalata hasznos kompromisszum lehet. A hagyomanyos receptorelméletet és az
arra épiild, receptor rezerv meghatarozasra alkalmas modszereket ugyanis az utdbbi idében
tobben kritizaltak az agonista-receptor kolcsonhatas tulzott egyszeriisitése miatt. Ez az
egyszeriisités akadalyozna a valos Ka értékek kiszamitasat, amelyekre sziikség van a pontos
receptor rezerv értékek kiszamitasahoz, kiillonosen a meglehetdsen komplex G-protein
kapcsolt receptorok esetében (Leff, 1995; Colquhoun, 1998; Bindsley, 2008; Stott és mtsai,
2016). Ez a kritika érinti az operativ modellt (Black ¢s Leff, 1983) és Furchgott modszerét
(Morey ¢és mitsai, 1998) is, mely eljarasok gyakran hasznalatosak Ka értékek
meghatarozasahoz ezaltal a receptor rezerv kvantifikalasahoz (Gesztelyi és mtsai, 2013). A
mi moédszeriink azonban nem tamaszkodik a hagyomanyos receptorelmélet feltételezéseire,
csak a Hill egyenlet (mint receptorfunkcido modell; Gesztelyi és mtsai, 2012) meglehetésen
altalanos feltételezésein és kovetelményein alapul, kiegészitve néhany, az RRM-re specifikus
megkotéssel (Gesztelyi és mtsai, 2004). Modszeriink a receptor rezerv fogalmanak alapjat
képezd jelenségbdl indul ki, vagyis abbol, hogy az irreverzibilis antagonistaval végzett
kezelés (tehat a miikodoképes receptorok szamanak csokkentése) nem feltétleniil vezet az
agonista altal kivalthatd6 maximalis hatas csokkenéséhez (Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai,

2014).
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Mindent 6sszevetve ugy latjuk, hogy elengedhetetlen a receptor rezerv fogalmanak a
poszttradicionalis receptorelmélet korszakahoz valé igazitasa, ideértve a receptor rezerv
tartozo posztrecepcids jelatviteli tvonalakat is magaba foglald, szovetfiiggd funkcionalis
egység). A receptor rezerv gyakorlatias meghatarozasanak transzlacios kovetkezményei

lehetnek, amelyek felhasznalhatoak a racionalis gyogyszerfejlesztésben.

5.2. Az ex vivo kovetkeztetések

A jelen értekezést megalapozo ex vivo vizsgalatunk f6 megallapitasa, hogy az FSCPX
(irreverzibilis Az receptor antagonista) el6kezelés szelektiven befolyasolja az NBTI (ENT1
inhibitor) egyes hatasait az adenozin és a CPA (A1 receptor agonistak) E/c gorbéire izolalt,
ingerelt tengerimalac bal pitvaron. Mig az FSCPX clékezelés erbteljesen gatolja az NBTI
depressziv (Emax csokkentd) hatasat mind az adenozin, mind a CPA esetében, nem érinti
lényegesen az NBT1 hatasat az adenozin E/c gérbe ECsp értékére. Ennek megfeleléen az ezt
megeléz6 in silico vizsgalat azon megallapitasat, miszerint az FSCPX eldkezelés ugy
altalanossagban gatolja az NBTI hatasat, az 0j ex vivo eredmények fényében finomitani kell.
Ugy tiinik, hogy az FSCPX el6kezelés mérsékli az NBTI hatasat az endogén adenozin
interstitialis szintjére, de nem befolyasolja az NBTI hatasat az exogén adenozin interstitialis
transzporter vagy barmely mas olyan molekula, amely részt vesz az NBTI exogén adenozin
szintre gyakorolt hatasdnak kozvetitésében. A kérdéses extra célpont inkabb egy (vagy
néhany) olyan molekula lehet, amely kizarolag az NBTI endogén adenozin koncentraciora
kifejtett hatasaval van kapcsolatban. Ilyen(ek) lehet(nek) az interstitialis adenozin
termelésében részt vevo enzim(ek).

A receptor rezervet becslé modszeriink in silico vizsgalataban azt talaltuk, hogy az e
modszerrel kapott E/c gorbéket (Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014) nem lehetett
valosaghtire szimulalni anélkiil, hogy ne feltételeznénk az FSCPX és az NBTTI hatasai kozott
interferenciat. Az in silico vizsgalatunk soran feltételeztiik, hogy az FSCPX moédosithatja az
ENT1-et oly modon, hogy lehetévé teszi az ENT1 szamara az adenozin szallitdsat, de
akadalyozza az NBTI-t ezen transzport gatlasaban. Az FSCPX és NBTI interferenciajanak
gyanujara valo tekintettel ex vivo vizsgalatunkban modositottuk receptor rezerv becsld

modszertinket, hogy az FSCPX és az NBTI egyiittes hatasat pontosabban tarhassuk fel.
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Az FSCPX ¢s az NBTI hatdsa az Ai receptor agonistdk E/c gorbéire harom
komponensre oszthatd: az endogén adenozin interstitialis szintjének befolyasolasaval
kozvetitett hatasok (amelyeket korabban kizarolag az NBTI-nek tulajdonitottak: Karsai €s
mtsai, 2006, 2007), az exogén adenozin interstitialis szintjének befolyasolasa révén medialt
hatasok (amelyet szintén az NBTI szamlajara irtak: Gesztelyi és mtsai, 2003a), tovabba azok
a hatasok, melyek az A: receptor populacio egy részének tartos inaktivaciojabol szarmaznak
(melyeket pedig az FSCPX-nek tulajdonitottak: Srinivas és mtsai, 1997).

Az endogén és exogén adenozin hatdsainak megkiilonboztetése kisérleti modelliink
sajatossagaibol fakad. Az ,,endogén adenozin interstitialis szintjének befolyasolasaval
kozvetitett hatasok™ abbodl fakadnak, hogy az interstitialis adenozin koncentraci6 az adenozin
receptor agonista E/c gorbéjének felvétele el6tt emelkedik meg. Ez fordul el6 akkor, amikor
az NBTI, amelyet az E/c gorbe felvétele elbtt a pitvar szervkadjaba mériink, csokkenti az
interstitialisan eldallitott endogén adenozin ecliminalasat az adenozin transzport gatlasan
keresztiil. Ezzel szemben az ,,exogén adenozin interstitialis szintjének befolyasolasaval
medialt hatasok” az E/c gorbe felvétele soran jelentkeznek. Ez az eset all fenn, amikor az
NBTI csokkenti az E/c gorbe felvételére haszndlt exogén adenozin eliminacidjat. A 1ényeg
az, hogy ha a receptorok (¢€s a jelatviteli utvonalaik) egy stimulusra reagalnak egy E/c gorbe
felvétele el6tt, akkor a késobbi E/c gorbén tiikrozodik a receptorok (és jelatviteli utjaik)
valaszadasi kapacitasanak csokkent volta. Ez egyébként az RRM alapgondolata (Gesztelyi
és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a, 2010b), ezért is volt kézenfekvé az RRM
alkalmazasa az E/c gorbe felvétele el6tt kialakult hatasok okozta E/c gorbe torzulasok
korrekcidjara (Kiss €s mtsai, 2013). Megallapithatjuk, hogy az endogén ¢és az exogén
eldtti és alatti agonista koncentracidé novekedés) ellentétes hatast gyakorol az E/c gorbe 6
paramétereire (Emax, ECs0) (3. tablazat).

Az NBTI kezelt CPA E/c gorbe esetében a helyzet viszonylag egyszerii: az NBTI
okozta endogén adenozin tobblet elhasznalja a sejtfelszini A1 receptorok (és
posztreceptorialis utvonalaik) valaszkészségének egy részét az E/c gorbe felvétele eldtt, ezért
az NBTI csokkenti a CPA E/c gorbe Emax-at és noveli az ECsg értékét (Karsai és mtsai, 20006).
Az NBTI kezelt adenozin E/c gorbe esetében a helyzet bonyolultabb: az emelkedett endogén
adenozin szint kovetkezményei kombinaldédnak az E/c gorbe felvételekor beadott (exogén)
adenozin csokkent eliminaciojanak kovetkezményeivel (mely utobbiak Onmagukban
novelnék az E/c gorbe Emax-at és csokkentenék az ECso-ét). Eredd hatasként az NBTI

csokkenti az adenozin E/c gérbe Emax-at és ECso-ét is (Gesztelyi és mtsai, 2003a) (3. tablazat).
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FSCPX

NBTI

FSCPX + NBTI

interstitialis Ado szint |

interstitialis Ado szint 1

kisfoki interstitialis Ado szint 1

endogén Ado (interstitialis Ado termelés |)- (befelé iranyulé Ado (interstitialis Ado termelés | és a
1 szintre kifejtett N ' transzport |): befelé iranyulé Ado transzport |):
nem szignifikans Emax T *
hatésa nem szignifikans ECso | * kozepesen erds Emax | enyhe Emax |
& 0 kozepesen erds ECso 1 enyhe ECso 1
exooén Ado 'n(tsr;tllt!ilrlznAd?,S[ilgtT interstitialis Ado szint 1
xogen A¢ ¢lele ranyuio : N (befelé iranyulé Ado transzport |):
2 szintre kifejtett - transzport |):
) enyhe Emax 1
hatasa enyhe Emax 1 ”
nagyon ers ECso | nagyon erés ECso |
egyéb mitkodé Aa receptorok |: mikddé Aa receptorok |:
3 adenozinerg nem szignifikans Emax | ** - nem szignifikins Emax | **
hatés kozepes ECso 1 kozepes ECso 1
! C.I.DA,E/C . kozepesen erés Emax | enyhe Emax |
+ gorbékre kozepes ECso 1 . ,, "
3 Kifejtett hatas kozepesen erés ECso 1 kozepes ECso 1
1
+ Ado E/c hén erés E
2 gorbékre kozepes ECso 1 eny esgselg(gso IW ! erés ECso |
+  kifejtett hatas
3

3. tablazat: Az FSCPX és az NBTI hatésa a pitvari kontraktilitas adenozinerg
szabalyozasat tiikr6z6 CPA és adenozin koncentracid-hatas (E/c) gorbék {6
empirikus paramétereire. A CPA és az adenozin E/c gorbéket a két f6 Hill
paraméterrel (Emax €¢s ECso) jellemeztiik, ezek valtozasait a kezeletlen (nativ)
allapothoz viszonyitottuk. Megjegyzend6, hogy az endogén adenozin
(interstitialis szintjének) novekedése ellentétes hatast gyakorol az adenozin E/c
gorbe paramétereire, mint az exogén adenozin (interstitialis szintjének)
novekedése (a mi kisérleti koriilményeink ko6zott). Szamok a tablazat elsd
oszlopdban:  kiilonb6zé hatdsok és azok kombinacidi; félkovér:
munkacsoportunk jelenlegi és korabbi eredményei; félkover és dolt betii: a jelen
ex vivo vizsgalat j eredményei; dolt: 0j feltevések a jelen ex vivo vizsgalatban;
egyszeri formazas: masok megalapozott eredményei, valamint a masok és
munkacsoportunk eredményeibdl levonhaté mértéktartd kovetkeztetések; 1:
novekedés; |: csokkenés; Ado: adenozin; CPA: Ne®-cyclopentyladenosine;
NBTI: S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine; FSCPX: 8-cyclopentyl-3-[3-
[[4-(fluorosulfonyl)benzoyl]oxy]propyl]-1-propylxanthine. *: ennek a hatasnak
a mértéke attol fiigg, hogy milyen magas az endogén adenozin interstitialis
szintje (mivel a nyugalmi szint tengerimalac pitvarban tal alacsony ahhoz, hogy
jelentds inotrop hatast valtson ki (Pak és mtsai, 2015), annak csékkentése nem
jar észrevehetd kovetkezményekkel); **: a full agonista altal kivaltott direkt

negativ inotrop hatasra vonatkozé nagy Aip adenozin receptor rezerv miatt
(Gesztelyi és mtsai, 2013; Kiss és mtsai, 2013).
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A jelen értekezést megalapozd vizsgalataink eredményeinek megjelenése elott az
FSCPX hatasa egyszertlinek tiint: a CPA ¢és az adenozin E/c gorbék ECsp értékének hasonlod
mértékl ndvekedését okozta, ami konnyen Osszefliggésbe hozhatdé az FSCPX irreverzibilis
A1 receptor antagonista tulajdonsagaval és a nagy Aj receptor rezervvel a direkt negativ
inotropia tekintetében tengerimalac pitvaron (Gesztelyi és mtsai, 2013; Kiss és mtsai, 2013;
Pak és mtsai, 2014). Az ex vivo vizsgalatban azonban az FSCPX el6kezelés és NBT1 kezelés
egyiittes alkalmazasa az NBTI hatasainak szinte teljes eltiinését eredményezte a CPA E/c
gorbén, mikézben az FSCPX hatasa megmaradt (15. A abra, 2. tablazat). Ez a gorbe
konstellaci6 nem magyarazhatd az FSCPX irreverzibilis Ai receptor antagonista
tulajdonsagaval. Ha az FSCPX csak egyszer( irreverzibilis A1 antagonista lenne, akkor az
NBTI kezelt CPA E/c gorbéhez képest az FSCPX+NBT]I kezelt CPA E/c gorbe csak jobbra
lenne tolodva (nagyobb ECsp értéke lenne, mig a szimpla NBTI kezelésre jellemz6 csokkent
Emax megmaradt volna). Amikor pedig az FSCPX+NBTI kezelést az adenozin E/c gorbe
felvétele elott alkalmaztuk, az NBTI Emax csokkentd hatasa megsziint (hasonléoan a CPA-val
szerzett tapasztalatokhoz), az NBTI ECso csokkent6 hatasa azonban gyakorlatilag valtozatlan
maradt (15. B abra, 2. tablazat). Az adenozinnal felvett E/c gorbék egymashoz viszonyitott
helyzete is ellentmond annak, hogy az FSCPX csak mint irreverzibilis A; receptor
antagonista fejtené ki hatasat, emellett azt is megmutatja, hogy az FSCPX nem gatolja az
NBTI minden hatasat.

Az in silico eredmények alapjan felvetettiik, hogy az FSCPX esetleg csokkenti az
NBTI gatlé hatasat az ENT1-re. Ismert, hogy az NBTI minden hatasa az ENT1 gatlasabol
szarmazik (Thorn és mtsai, 1996): az ENT1 gatlas csokkenti a fiziologiasan befelé iranyulo
transzmembran adenozin transzportot és ndveli a barmilyen eredetli adenozin interstitialis
hipotézis dsszhangban all a CPA E/c gorbék ex vivo viselkedésével (15. A abra, 2. tablazat),
de ellentétes az adenozin E/c gérbék ex vivo megjelenésével (15. B abra, 2. tablazat). Nehezen
elképzelhetd, hogy az FSCPX+NBTI kezelt adenozin E/c gorbe ECsp értéke ugyanakkora
maradna, mint a csak NBTI kezelt adenozin E/c gorbéé ugy, hogy az NBTI Osszes hatasa
gatlas ala keriilne. Erdekes, hogy kordbbi vizsgalataink (Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai,
2014) olyan eredményeket hoztak, amelyekre ez a korabbi hipotézis elképzelhetd volt. Ehhez
hozzajarult, hogy a csak NBTI kezelt adenozin E/c gorbék depresszidja ezekben a
vizsgalatokban joval kisebb volt, mint a jelen vizsgalatban (vagyis kisebb volt az NBTI
hat4sa az endogén adenozin szintre).

Mindent egybevetve, az FSCPX (A: receptoron kiviili) célpontjanak egy olyan
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molekulanak kell lennie, amely az NBTI endogén adenozin szintet ndveld hataséval all
kapcsolatban. Azok az enzimek az els6dleges jeldltek, amelyek részt vesznek az interstitialis
adenozin képz6désében. Realisan feltételezhetd, hogy az FSCPX, amely kapcsolodni tud az
adenozin kotéhelyéhez az A1 receptoron, ugyanezt meg tudja tenni egy (vagy tobb) enzim
adenozin kotéhelyén is. Ha valoban ez a helyzet, az FSCPX elékezelés tartosan csokkenti az
interstitialis adenozin szintet. Mivel a nyugalmi interstitialis adenozin koncentracié
észrevehetetleniil kis negativ inotrop hatast valt csak ki tengerimalac pitvarban (Pak és mtsai,
2015), annak FSCPX okozta csokkenése dnmagaban szintén nem észrevehetd (a negativ
inotropia vizsgalataval). Ha azonban FSCPX eldkezelés eredményeként Kisebb az
interstitialis adenozin-termel6 képesség, az NBTI 1ényegesen kevésbé képes megemelni az
endogén adenozin interstitialis szintjét, mint ép interstitialis adenozin termelés mellett. Az
interstitialis adenozin szint kisebb novekedése (az E/c gorbe felvétele elétt) latvanyos
valtozasokat idézhet el6 mind az adenozin, mind a CPA E/c gorbéin (az Emax kevésbé
csokken, az ECsp pedig kevésbé nod) (3. tablazat).

Ha feltételezziik az FSCPX irreverzibilis enzimgatlo hatasat, akkor emellett az NBTI
exogén adenozinra kifejtett védd hatdsa szabadon érvényesiil, mig az endogén adenozinra
kifejtett védo hatasa gyengiil. Mivel a mi kisérleti elrendezéstlinkben e két hatas egymas ellen
dolgozik az adenozin E/c gérbéjének modositasa soran, az FSCPX eldkezelés még ki is emeli
az NBTI exogén adenozin sporol6 hatasanak kovetkezményeit (15. B abra, 2. tablazat).

Elméletileg az interstitialis adenozin szint csokkentésének alternativ mechanizmusa
is elképzelheté az FSCPX esetében: az interstitialis adenozin eliminacidjanak fokozasa. Ez a
mechanizmus azonban nem val6szinii, mert csokkentené mind az exogén, mind az endogén

A jelenség, amellyel szintén érdemes foglalkozni, a kis CPA koncentraciokra adott
valasz enyhe ndvekedése az FSCPX+NBT]I kezelt CPA E/c gorbe esetén, dsszehasonlitva az
FSCPX el6kezelt CPA E/c gorbével (15. A abra). Ez Gigy magyarazhat6, ha — korabbi
megfigyelésiinkkel 6sszhangban (Gesztelyi €s mtsai, 2004) — feltételezziik a CPA kismértékil
eliminacidjat a pitvarszovetben. Ezt timasztja ala az NBTI kezelt ¢s az FSCPX+NBT]I kezelt
adenozin E/c gorbék osszehasonlitasa a kontroll és az FSCPX eldkezelt gorbékkel (15. B
abra), ahol is az NBTI védé hatasa az adott adenozin receptor agonista alacsony
koncentracional fokozott valaszt eredményezett (15. A B abra). A témaban folytatott tovabbi
vizsgalatok soran ezért fontolora kell venni N6-cyclohexyladenosine (CHA) alkalmazasat,
ami a CPA-hoz hasonlo szelektiv A1 receptor agonista, de ellenallobb az adenozint eliminald

enzimekkel szemben (Pavan ¢és IJzerman, 1998).
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Ex vivo vizsgalatunk tovabbi megfigyelése, hogy az E/c gorbe adatainak szorasa a
NBTI kezelt gorbéknél a legnagyobb. Erdekes, hogy ezt az NBTI okozta nagy szorést
jelentdsen csokkentette az FSCPX el6kezelés (15. A, B abra, 16. abra). Elképzelhet, hogy
NBTI jelenlétében a nagy szoras oka az interstitialis adenozin termelésben résztvevo enzimek
aktivitasanak jelentds egyéni variabilitasa, amelyet FSCPX-szel gatolva homogénebbé valik
az adenozin receptor agonistakra adott valasz.

Ex vivo vizsgalatunk szerencsés véletlennek koszonhetd sajatossaga, hogy tisztan
NBTI hatasara nagyon erds volt az Emax csokkenése (mind a CPA, mind az adenozin E/c
gorbéknél; 15. A, B abra) és az ECsp novekedése (a CPA E/c gorbe esetében: 15. A abra) a
korabbi vizsgalatokkal dsszehasonlitva (Karsai és mtsai; 2006, 2007; Kiss és mtsai, 2013;
Pak és mtsai, 2014). Ertelmezésiink szerint ez az NBT interstitialis endogén adenozin szintet
noveld hatasanak tulajdonithato (3. tablazat). Ez indokoltta teszi azt a feltételezést, hogy a
jelen ex vivo vizsgalat soran a pitvarok kivételesen magas interstitialis adenozin-termeld
képességgel rendelkeztek, lehetdvé téve mind az NBTI, mind az FSCPX szamara, hogy
kiilonosen erés hatast fejtsen ki az endogén adenozin interstitialis szintjére. Ezzel
Osszhangban az RRM torténetének eddigi legmagasabb cx értékét mértiikk (4. tablazat).
Korabban emlitettiik, hogy hipotézisiink szerint az FSCPX enzimgatlo sajatossaga csak az
NBTI-vel vald kdlcsonhatasdban nyilvanulhat meg. Ezt meggydzden alatamasztja, hogy az
FSCPX elokezelés hatasara a cx jelent6sen csokkent (100,2 nM-r6l 6,73 nM-ra). Ez lehetové
tette szamunkra, hogy tovabbfejlessziik korabbi elképzelésiinket az FSCPX irreverzibilis Az

receptor antagonizmuson kiviili hatasdnak mechanizmusarol.

o +T4 Referencia

20.4 nM - Karsai és mtsai, 2006
18.5 nM 37 nM Karsai és mtsai, 2007
45.08 nM - Kiss és mtsai, 2013

38.19 nM 58.75nM  Pak és mtsai, 2014

100.2 nM - jelen ex vivo vizsgalat

4. tablazat. A csak NBTI-vel kezelt eu- és hyperthyreoid tengerimalac
pitvarokban felhalmozodott interstitialis adenozin RRM-mel meghatarozott
ekvieffektiv CPA koncentracioi. @: mérési eredmény euthyreoid pitvaron; +Ta4:
mérési eredmény hyperthyreoid pitvaron.
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A cx értékek lehetdséget adtak olyan, hipotetikus adenozin E/c gorbék 1étrehozasara,
amelyek mentesek az NBTI-re adott valaszként felhalmozodé endogén interstitialis adenozin
torzitd hatasatol (17. abra). Ezek a hipotetikus adenozin E/c gorbék lehet6vé teszik, hogy
Osszehasonlitsuk a tovabbfejlesztett receptor rezerv becslési modszeriinket annak eredeti
formajaval. Az FSCPX+NBTI kezelt adenozin E/c gorbe, amikor a régi moddszerrel
korrigaltuk, latvanyosan az uj modszerrel korrigalt parja folott futott (17. abra). Ez a jelenség
alatamasztja azt az in silico vizsgalatban megfogalmazott feltételezést, hogy az eredeti
modszer, amelyet két korabbi munkank soran alkalmaztunk (Kiss és mtsai, 2013; Pak és
mtsai, 2014), talbecsiili és igy tulkorrigalja az NBTI okozta torzulast FSCPX el6kezelés utan.
Mivel ez a pontatlansag csak kismértékben érinti a magas adenozin koncentraciokhoz tartozé
valaszokat, és mivel ezek a valaszok képezik az alapot a receptor rezerv megbecsléséhez
(0sszehasonlitva a korrigalt NBTI kezelt és a korrigalt FSCPX+NBTI kezelt adenozin E/c
gorbék terminalis szakaszat), az eredeti modszer csak kismértékben becsiili tul a kérdéses
receptor rezervet (17. abra). Természetesen a tovabbiakban az 1j, tovabbfejlesztett modszer
alkalmazasat ajanljuk.

Egy kés6bbi munkank sordn, ami mar nem része a jelen disszertaciot megalapozo
vizsgalatoknak, munkacsoportunk in silico reprodukalta a jelen értekezés ex vivo
eredményeit. Ez megerdsitette ex vivo vizsgalatunk azon megallapitasat, hogy az FSCPX
gatolja az endogén adenozin NBTI okozta interstitialis felhalmozodasat, mig a kiviilrol
beadott adenozin sorsat nem befolyasolja. Ez tovabb erdsiti azon hipotézisiinket, hogy az
FSCPX (irreverzibilis A: receptor antagonista viselkedése mellett) valahogyan az

interstitialis adenozin termelést is képes csokkenteni (Szabo és mtsai, 2019).
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6. Az 0j eredmények osszefoglalasa

A jelen értekezés alapjaul szolgald in silico vizsgalatunkban korabban izolalt, ingerelt
tengerimalac bal pitvaron adenozinnal és CPA-val (A1 adenozin receptor agonistak) felvett
koncentracio-hatas (E/c) gorbéket reprodukaltunk azzal a céllal, hogy validaljuk receptor
rezerv becslé kvalitativ modszeriinket, melyet az adenozin direkt negativ inotrop hatdsara
vonatkoz6 A1 adenozin receptor rezerv meghatarozasara fejlesztettiink ki. Az adenozin €16
szovetben gyors metabolizmusa miatt rovid féléletidejii endogén agonista, ami ezért nehezen
vizsgalhato in vivo és ex vivo rendszerekben. Eredményeink megerdsitették modszeriink
megbizhatdsagat ¢€s potencidlis jelentdségét agonista hatdéanyagok tesztelése soran.
Szamitogépes szimulacionk emellett ravilagitott arra, hogy az eredeti ex vivo vizsgalat soran
hasznalt két vegyiilet, az FSCPX (irreverzibilis Ai receptor antagonista) és az NBTI
(adenozin transzport gatld) kozott, hatdsaik szintjén, kdlcsonhatds 1éphet fel: az FSCPX
elokezelés gyengitheti az NBTI hatasait az Ay receptor agonistakkal felvett E/c gorbékre, ami
miatt receptor rezerv becslé modszeriink kismértékben tulbecsiilheti az A1 receptor rezervet.
Legjobb tudomasunk szerint ennek a megfigyelésnek nincs elézménye a szakirodalomban,

ezért hipotézisiink igazolasara egy ex vivo kisérletet dolgoztunk ki.

A jelen értekezés alapjaul szolgald ex vivo munkank soran az el6z6 vizsgalatunkban
szimulalt ex vivo adenozin és CPA E/c gorbéket vettiik fel ujra, de kibdvitett protokollt
kovetve. Eredményeink tiikrében finomitanunk kellett korabbi hipotézisiinket az FSCPX és
az NBTI kozotti interakciora vonatkozdan: az FSCPX eldkezelés nem gatolja az NBTI azon
hatésait, melyeket az exogén adenozin intracellularis bontdsanak gatlasan keresztiil fejt ki,
(még az E/c gorbék felvétele elott). Az FSCPX tehat az Ax receptor tartos inaktivalasan kiviil
egy masik, eddig rejtve maradt hatdsmechanizmussal is rendelkezik. Erre vonatkozdan
felallitott hipotézisiink szerint az FSCPX tartosan gatolhat egy (vagy tobb) olyan enzimet is,
amely(ek) részt vesz(nek) az interstitialis adenozin termelésben. Ezen a mechanizmuson
keresztil az FSCPX csokkentheti az endogén adenozin NBTI okozta interstitialis
korabbi in silico feltételezésiinket is, miszerint receptor rezerv becslé médszeriink eredeti
verzidja kismértékben tllbecsiili az A: receptor rezervet. A probléma megoldasara
modositottuk modszeriinket, a receptor rezerv becslésére a tovabbiakban ezt az (1j mddszert

ajanljuk.
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7. Summary of the findings

In our in silico study underlying the present thesis, we reproduced previous
concentration-effect (E/c) curves generated in isolated, paced guinea pig left atria with
adenosine and CPA, two A1 adenosine receptor agonists, in order to validate our qualitative
method for receptor reserve estimation that was developed to determine the A; adenosine
receptor reserve for the direct negative inotropic effect of adenosine. In living tissues,
adenosine has a short half-life due to its quick metabolism that makes investigations
dealing with adenosine difficult in in vivo and ex vivo systems. Our results confirmed
reliability of our method and its potential significance during screening assays of drugs
with agonist properties. In addition, results of our computer simulations have suggested that
FSCPX and NBTI, two chemicals used in the original ex vivo study, may interact with each
other at the level of their effects: and FSCPX may attenuate effects of NBTI on the E/c
curves of Az receptor agonists and thereby our method to estimate receptor reserve may
slightly overestimate A; receptor reserve. To the best of our knowledge, this observation
has no antecedents in the literature, so we developed an ex vivo experiment to support our
hypothesis.

In our ex vivo investigation underlying the present thesis, we constructed again the
ex vivo adenosine and CPA E/c curves simulated in the study described above, according to
an extended protocol. In light of our results, we had to refine our previous hypothesis about
the interaction between FSCPX and NBTI: FSCPX pretreatment does not blunt the effects
of NBTI mediated by an inhibition of intracellular elimination of exogenous adenosine, it
rather blunts the effects of NBTI mediated by an increase in interstitial concentration of
endogenous adenosine (before the construction of the E/c curves). Thus, FSCPX, in
addition to the permanent inactivation of the A receptor, possesses another mechanism of
action that remained uncover to date. According to our hypothesis to address this
phenomenon, FSCPX may permanently inhibit an (or some) enzyme(s) contributing to the
formation of interstitial adenosine. Through this mechanism, FSCPX may moderate the
interstitial accumulation of endogenous adenosine caused by NBTI and all the effects of
this on the E/c curves of Ay receptor agonists. In addition, we confirmed our in silico
hypothesis, i.e. the original version of our method to determine receptor reserve slightly
overestimates receptor reserve. To resolve this problem, we improved our method, and the

use of this new method is recommended in the future for receptor reserve estimation.
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