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,When you can measure what you are speaking about, and express it in
numbers, you Rnow something about it, but when you cannot express it in
numbers your Rnowledge is of a meagre and unsatisfactory Kind; it may be
beginning of Rnowledge, but you have scarcely, in your thoughts, advanced to

the stage of science, whatever the matter may be.”

Lord Kelvin
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Roviditések

/Megjegyzés: az irasmodban praktikussagra térekedtem akar az egydntetiiség rovasara
is, ezért a kifejezetten anatémiai, szbvettani és patoldgiai kifejezéseket latin, a specialis
vegytiletneveket pedig angol formajukban igyekeztem hasznalni./

AC = adenilciklaz

A1 receptor = Aq adenozin receptor

ADA = adenozin dezaminaz

Ado = adenozin

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

AMP = adenozin-5’-monofoszfat

ARA-A = 9-B-D-arabinofuranozid (9-B-D-arabinofuranoside)
ATP = adenozin-5'-trifoszfat

AV = atrioventricularis

cAMP = 3’,5'-ciklikus adenozin monofoszfat

CF = coformycin

cGMP = 3',5'-ciklikus guanozin monofoszfat

CIAdo = 2-chloroadenosine

CPA = N°P-cyclopentyladenosine

CPX = DPCPX

DAdo = 2-dezoxiadenozin (2-deoxyadenosine)

DCF = 2’-deoxycoformycin

DP = dipyridamol (dipyridamole)

DPCPX = 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine

E/[A] = koncentracio-hatas

EHNA = erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenine

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

Lca = L-tipust Ca®* csatorna

M = mol/l

MC = metakolin (acetyl- B-methylcoline)



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

NECA = 5'-(N-ethylcarboxamido)adenosine

NO = nitrogénmonoxid

NT = szarkolemmalis nukleozid transzport

PDE = 3’,5-ciklikus nukleotid foszfodiészteraz

PDE; = cGMP-stimulalt 3’,5-ciklikus nukleotid foszfodiészteraz
PDE; = cGMP-gatolt 3',5’-ciklikus nukleotid foszfodiészteraz
PLB = foszfolamban

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

RIA = radioimmunoassay

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

RRM = receptoridlis valaszkészség modszer (receptorial responsiveness
method)

T3 = L-trijédtironin

T4 = L-tiroxin (L-tetrajodtironin)

S = a T4 oldészere (,szolvens”)

SD = standard deviacio

SEM = standard hiba (standard error of the mean)

SAH = S-(5-adenozil)-L-homocisztein

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

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

VERA = verapamil



1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A fejlett orszagokban a daganatos betegségek mellett a sziv- és érrendszeri
megbetegedések jelentik a legnagyobb kihivast mind a varhato élettartam, mind
az életmindség szempontjabdl. A még nagyrészt kiaknazatlan lehetéségek kdzott
tartjdk szamon a sziv intrinzik védekez6képességének gydgyszeres fokozasat,
melynek egyik lehetséges célpontjat a sziv protektiv adenozinerg mechanizmusai

képezik.

1.1 Az adenozin

Az adenozin (Ado) adeninbdl és ribdzbadl allé ubikviter molekula, amely az

el6 szervezetek legfontosabb primer energiatarolo

NH, molekulajanak, az ATP-nek (adenozin-5'-trifoszfat) a
. z prekurzora és bomlasterméke, melynek megfeleld
T ‘ \> mennyisége szukséges a sejtek energetikai
Y N egyensulyahoz (1. abra). Az utébbi nyolc évtized
HO soran fény derult szabalyoz6 funkcidjara is, amely az
o egész testre kiterjedden érinti a sejt- és szdveti szintl
novekedést, differencialodast és a metabolizmust.
H H Osszhangban azzal, hogy nagy mennyiségben valo
OH HO keletkezése az ATP reszintézis zavaranak, tehat az
1. abra. Adenozin adott szovet kimerulésének illetve sérlilésének a

jelzéje, az Ado csaknem valamennyi emlésszovetben
részt vesz protektiv és reparativ funkciok medialasaban (0sszefoglalokent Id.:
Shryock és Belardinelli, 1997; Fredholm és mtsai, 2001; Headrick és mtsai, 2003;
Linden, 2005). Az 1970-es években valt fokozatosan egyértelmive, hogy az Ado
és az adenin nukleotidok (AMP, ADP, ATP) hatasai dontéen specifikus receptorok
kozvetitésével jonnek Iétre (Cobbin és mtsai, 1974; Burnstock, 1976), amelyek

kozott az Ado receptorok 6nallé csoportot képeznek (Burnstock, 1978).



1.2 Az adenozin receptorai

Az egyszer( purinszarmazeékokat megkotd és arra valaszt generald
strukturakat purinerg receptoroknak (vagy purinoceptoroknak) nevezték el
(Burnstock, 1976). A purinoceptorokat rovidesen két tipusba soroltak az alapjan,
hogy aktivaciojuk Ado-ra (P tipus) vagy ATP-re (P> tipus) kifejezettebb-e
(Burnstock, 1978). Ma a P tipus tagjait Ado receptoroknak hivjak, alkalmazvan
azt az elvet, hogy a receptorok névaddja a hozzajuk legaffinisabb illetve a
kapcsolddas révén a legnagyobb valaszt kivaltd endogén anyag legyen. A
Nemzetkdzi Farmakoldgiai Tarsasag (IUPHAR) jelenleg négy Ado receptor
altipust tart nyilvan: az A4, Aza, Azs €s Az receptorokat (0sszefoglaldkeént Id.:
Alexander és mtsai, 2001a; Fredholm és mtsai, 2001). Néhanyan
megkulonbdztetnek egy 6todik altipust, az A4-et (Cornfield és mtsai, 1992),
amelyet agyban és aortan karakterizaltak farmakologiai moédszerekkel, de amelyet
idaig meég nem sikerult klonozni (6sszefoglaloként Id.: Sommerschild és
Kirkebgen, 2000; Hutchinson és Scammells, 2004).

Az A+-As altipusok G-proteinhez kapcsolt, a citoplazmatikus membranban
elhelyezkedd receptorok. Az A és As receptorok gatld jellegl, mig az Aza €s Ags
altipusok serkent6 G-proteinhez kotdédnek, ennek megfelel6en elébbiek gatoljak,
utdbbiak serkentik az adenilciklaz (AC) mikddését. Az A és As receptorok
serkentik a foszfolipaz C és D mikodését is (az As altipus szignalizacidjanak ez a
f6 utvonala). Az A1 receptor nyitja mind a szarkolemmalis, mind a mitokondrialis
ATP-szenzitiv K* csatornakat (utobbiakat feltehetéen az A; receptor is). A
supraventricularis szivizomban az A; altipus a muszkarinos K* csatorna (Kach/ado)
konduktanciajat is ndveli, kamran a legtdbb species esetén ez a hatas
elhanyagolhat6 a Kacn/ado alacsony denzitasa miatt. Az Aza és Aog receptorok
esetében is |éteznek cAMP-fliggetlen utvonalak, amelyek aktivalni latszanak a
foszfolipaz C-t és a mitogén aktivalta protein kinazokat (MAPK). A hasonlo
mikodési Aq és As, illetve Aza és Agg receptorparok tagjai kozott sajatos
klldnbség, hogy az A4 altipus legalabb egy, az Ay pedig tdbb nagysagrenddel
érzékenyebb az Ado-ra, mint az A; illetve Azg forma. Ez megneheziti az utdbbi két
altipus 6nallé szerepének vizsgalatat az Ado medialta folyamatokban. A

feltételezett A4 altipus nem kapcsolodik G-proteinhez, hanem koézvetlendl



befolyasolna a membran K* konduktancidjat (6sszefoglaléként Id.: Shryock és
Belardinelli, 1997; Sommerschild és Kirkebgen, 2000; Headrick és mtsai, 2003;
Hutchinson és Scammells, 2004). A vizsgalt eml6s fajok Ado receptor altipusai
nagyfoku homoldgiat mutatnak egymassal. A klénozott Ado receptorok (tyuk,
birka, szarvasmarha, egér, patkany, tengerimalac, nyul, kutya, ember) kdzll a
human receptorok aminosav-szekvenciajahoz a kdvetkez6 speciesek receptorai
allnak a legkdzelebb: Aq: tengerimalac; Aga: kutya; Agg: patkany; As: kutya
(Fredholm és mtsai, 2001).

Szik értelemben véve nem receptor a sejtmembran belsé felszinéhez
asszocialt AC Ado koétéhelye, az un. P-site, de Ado-nal valo kapcsolédasa az
enzim gatlasaban nyilvanul meg (Tesmer és mtsai, 2000). A P-site relative
szelektiven aktivalhatd P-site agonistakkal, mint példaul a 2’-dezoxiadenozin
(DAdo) és a 9-beta-D-arabinofuranosid (ARA-A), ami az A1 és Az receptorok
stimulaciéjahoz hasonld, de annal gyengébb hatasokat valt ki.

Az egyes Ado receptor altipusokhoz szelektiv agonistak és antagonistak
allnak rendelkezésre. Az A altipus leggyakrabban hasznalt és legszelektivebb
agonistai a 2-chloro-N°-cyclopentyladenosine (CCPA) és az N°-
cyclopentyladenosine (CPA). Az A antagonistak kozull a leggyakrabban
alkalmazott és legszelektivebb a 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine (CPX vagy
DPCPX) (6sszefoglaloként Id.: Alexander és mtsai, 2001a; Fredholm és mtsai,
2001). A természetes xantin-szarmazékok (koffein, teofillin) kdzepesen erésen és
egyforman gatoljak az A és az A, receptorokat. A 8-phenyl-theophylline (8-PT)
anyavegyuletétél (teofillin) nagyobb affinitasaban kulonbozik.

1.3 Az adenozin keletkezése, eliminacidja és transzportja

Fizioldgias korulmények kozott az Ado mind az extra-, mind az
intracellularis térben folyamatosan termel6dik és eliminalddik.

Az extracellularis keletkezésl Ado a sejtekbdl (neuronok, thrombocytak és
sok mas sejtféle) kijutott adenin nukleotidok (ATP, ADP, AMP, cAMP) katabolitja,
a folyamat sebesség-meghatarozé lépése az ekto-nukleotidazok (elsédlegesen az
ekto-5’-nukleotidaz (CD73) illetve az ekto-apiraz (CD39)) altal katalizalt AMP —

Ado atalakulas.



Intracellularisan az Ado z6me szintén AMP-bél keletkezik, féleg endo-5'-
nukleotidaz, kisebb mennyiségben alkalikus foszfatazok katalizalta folyamatban.
Az AMP energetikailag intakt korilmények kozott csak kisebb részben bomlik Ado-
ra, nagyobb részét az AMP-dezaminaz inozin-monofoszfatta (IMP) alakitja, amely
inozinna defoszforilalédik. Hypoxiaban viszont az AMP bontasa az Ado
keletkezésének iranyaban tolodik el. Az Ado kis mennyiségét S-adenozil-
homocisztein-hidrolaz (SAH-hidrolaz) allitja el6 S-adenozil-homociszteinbdl (SAH).

Az interstitialis Ado eliminacioja harom uton toérténhet: kimosddas a
keringéssel, extracellularis adenozin dezaminaz (ADA) altali bontas és transzport
az adott szdvet sejtjeibe. A kimosddas nagy perfuziéju szovetben szamottevd
lehet, az extracellularis ADA altali bontas viszont alarendelt jelentéségd,
tengerimalac szivben példaul nem is kell vele szamolni az ADA kizarélagos
intracellularisan el6fordulasa miatt (Schutz és mtsai, 1981). Szivben az
extracellularis Ado-t elsésorban a vasculatura endotheliuma, masodsorban a
cardiomyocytak veszik fel.

Intracellularisan az Ado részben AMP-vé alakul az Ado kinaz révén,
részben az intracellularis ADA inozinna dezaminalja. Szivben kiuléndsen aktiv
dezaminalas zajlik az endotheliumban (6sszefoglaloként Id.: Sommerschild és
Kirkebgen, 2000; Deussen, 2000a; Fredholm és mtsai, 2001; Headrick és mtsai,
2003; Linden, 2005).

A sejtek membranjaban kétféle, ekvilibrativ (diffuziot facilitald; ENT) és
koncentrativ (aktiv transzportra képes; CNT) nukleozid transzporter fordulhat el
(6sszefoglaloként Id.: Thorn és Jarvis, 1996). A szivben dontben, a
cardiomyocytakon az altalanosan elfogadott allaspont szerint kizarélag ENT, azon
belll is ENT1, vagyis ekvilibrativ és nitrobenzylthioinosine (NBTI) szenzitiv (es
tipusu) transzporter talalhaté (Conant és Jarvis, 1994). Kovetkezésképp, noha a
sziv képes a rajta athaladd vérbdl koncentracid-gradiens ellenében is Ado-t
felvenni (Dekanski és mtsai, 2004), a myocardialis nukleozid transzport (NT)
iranyat és intenzitasat els6dlegesen a membran két oldalan fennallé Ado
koncentraciok szabjak meg (Deussen és mtsai, 1999). Noha a brutté intracellularis
Ado produkcio mintegy tizszerese a bruttd interstitialisnak, az erételjes sejten
bellli Ado ujrahasznositasnak koszonhetéen a myocardiumra netté intracellularis
Ado eliminacié és netto interstitialis Ado termelés a jellemzé. Ennek megfeleléen a

sejtmembranon keresztlli NT a sejt belseje felé iranyul (Deussen és mtsai, 1999).



Hypoxiaban ugyanakkor az Ado kinaz gatlodik (az ADA aktivitasa is csdkken;
Szentmikldsi és mtsai, 1983), ami jelentds intracellularis Ado felhalmozodast
okozva (féleg a cardiomyocytakban) megforditja a NT-ot. Ez a mechanizmus a
normoxiaban Ado fogyasztd cardiomyocytakat hypoxiaban Ado termel6kké teszi.
Ezzel 6sszhangban, a NT blokadja altalaban fokozza az Ado sejtfelszini
receptorokon keresztul medialodé hatasait (6sszefoglaloként Id.: Deussen, 2000a,
b; De Jong és mtsai, 2000), de nagyfoku ischaemiaban ez gatlasba fordul at, mivel
az Ado kijutasa akadalyozott a sejtekbdl (Schreieck és Richardt, 1999).

Ischaemiaban ugyanakkor az intracellularis acidozis hatékonyan gatolja az
endo-5'-nukleotidazt is (Bak és Ingwall, 1998), ami mérsékli (de nem akadalyozza
meg) az Ado kinaz gatolt allapota miatti extra Ado-termelést. Az Ado kinaz és az
endo-5"-nukleotidaz aktivitasanak szuppresszioja egyrészt csokkenti az
ischaemias myocardium energiaigényét, masrészt megemeli a szoveti Ado-szintet,
melynek révén beinditja a sziv protektiv és reparativ adenozinerg
mechanizmusait, harmadrészt pedig valamelyest védi a sejtek AMP készletét, ami
a reperfuzié soran gyorsabb ATP reszintézist tesz lehetévé.

Az intenziv és szabalyozott enzimatikus és transzporttevékenység
kovetkeztében az Ado révid féléletidejl és er6sen kompartmentalizalt molekula,
melynek mennyiségi ndvekedése a sejtek energetikai egyensulyat felborito zavar
kovetkezménye és egyben protektiv folyamatok beinditja (6sszefoglaloként Id.:
Deussen, 2000a, b; Fredholm és mtsai, 2001; Headrick és mtsai, 2003).

1.4 Az adenozin szivhatasai

A purinerg mechanizmusok kozul kiemelked6 jelentéségliek a szivre
kifejtett hatasok. Az adenin nukleotidok bioldgiai aktivitasat elséként erételjes
negativ chronotrop és negativ dromotrop hatasuk kapcsan figyelték meg (Drury és
Szent-Gyorgyi, 1929). Ezzel 6sszhangban az adenin-szarmazékok hatékonyan
fékezik meg a tachyarrhythmiakat, maga az Ado pedig endogén antiarrhythmias
anyagnak tekinthetd (Belardinelli és mtsai, 1989; Conti és mtsai, 1995). Az Ado a
sinuatrialis csomo sejtjein mérsékelten gatolja az ingerképzést (negativ
chronotropia), az atrioventricularis (AV) csomo teruletén nagymeértékben

deprimalja az akcidés potencialt (negativ dromotropia) (6sszefoglaloként Id.:



Belardinelli és mtsai, 1995). Ennek megfeleléen a bolusban adott Ado (3-18 mg) a
supraventricularis tachycardiak minden tipusaban hatékonyan csokkenti a kamrai
frekvenciat az AV atvezetés atmeneti blokkja révén (<1 perc), tartds hatasa
azonban elsésorban a sinuatrialis és AV csomé eredet( tachycardiakban van. A
fenti hatasok pitvarspecifikusak, a kamrai eredetl tachyarrhythmiak (egy specialis
tipust kivéve) Ado-rezisztensek, amit differencialdiagnosztikailag hasznositanak is
(6sszefoglaloként Id.: Fazekas, 1999). Az Ado pitvari hatasainak hatterében A,
receptor medialta K*-konduktancia névekedés all, amely fliggetlen a cAMP
szintjétdl (un. direkt hatas). Ugyanakkor az Ado mind pitvaron, mind kamran
erbteljesen csokkenti a B-adrenerg receptoraktivacio altal fokozott AC mikodés
(emelkedett cAMP-szint és protein kinaz A altali foszforilacid) kovetkezményeit
(indirekt hatas) (Belardinelli és mtsai, 1995). Az Ado mint antiarrhythmias szer
ezért a lll. csoportba kerult besorolasra, mivel gatolja a sympathicus izgalom altal
fokozott L-tipusti Ca®* aramot (Vaughan Williams és Somberg, 1998). Terapiasan
az Ado rovid plazma-féléletideje (<10 masodperc) akut alkalmazasra elény0s, de a
hosszutavu védelem szempontjabdl hatranyos. Tovabba, a gyors eliminacié a
receptora kézelében, igy spekulativva teszi az Ado koncentracio-hatas (E/[A])
viszonyainak elemzeését (0sszefoglaléként Id.: Deussen, 2000a, b).

A cardiovascularis betegségek kozul kiemelkedd népegészségugyi
jelentéséggel birnak a sziv ischaemias eredeti elvaltozasai. Az Ado
antiarrhythmias hatasan tul a szivben, elsésorban kéros kortlmények kozott,
fontos szerepet jatszanak az altala medialt protektiv és regenerativ folyamatok.
Ezeket négy f6 csoportba lehet sorolni: 1. az oxigén kinalat/igény aranyanak
ndvelése; 2. ischaemias prekondicionalas és posztkondicionalas; 3.
gyulladasgatlas; 4. az angiogenesis serkentése.

Ad 1.: Ide tartoznak az A, receptor altal kdzvetitett negativ trophatasok,
amelyek csokkentik a sziv munkajat és javitjak a diastolés telédést; az A1 receptor
medialta preszinaptikus gatlas a sziv noradrenerg idegein, amelyik hozzajarul a
sympathicus izgalom ellensulyozasahoz; tovabba a coronariak dontéen Aza,
kisebb mértéekben Ayg medialta dilatacioja. Noha a klasszikus teoriaval (Berne,
1963) szemben fizioldgias korulmeények kdzott az endogén Ado nem latszik
befolyasolni a sziv perfuziéjat és nem felel6s a coronaria-keringés regionalis

heterogenitasaért sem (Stepp és mtsai, 1996), hypoxiaban tobblet mennyiségu



Ado keletkezik (Berne, 1963), ami viszont jelentékenyen hozzajarul a coronaria-
dilatacidhoz (Laxson és mtsai, 1993; 6sszefoglaloként Id.: Tune és mtsai, 2002).
Az adenozinerg vazodilatacio részben az endothelialis nitrogénmonoxid (NO)
termelés fokozasan, részben direkt simaizom-hatason alapszik, mindkettd
elsésorban Aza receptor medialt. /n vivo (és vérrel perfundalt in vitro rendszerben)
hozzajarul a microcirculatio javitasahoz a szintén Axa receptor medialta
thrombocyta aggregacio-gatlas is.

Ad 2.: Az ischaemias prekondicionalas Iényege, hogy megel6z6 rovid
hypoxias epizddok védd hatast fejtenek ki egy késébbi hosszabb hypoxias idészak
alatt, majd ezt kdvetd reperfuzio soran (Murry és mtsai, 1986; dsszefoglaldként Id.:
Tosaki, 1995; Tsai és mtsai, 2004). Az Ado kardioprotektiv hatasait kisebb
részben nem-receptorialis (Un. metabolikus) uton, nagyobb részt viszont a
cardiomyocytakon talalhaté A4 és A; receptorok kdzvetitéssel fejti ki, melynek
mechanizmusa még nem teljesen tisztazott (Peart és mtsai, 2003). A ventricularis
cardiomyocytak membranjaban kis mennyiségben talaltak Aza receptort is (ez
felel6s kamran az interstitialis Ado koncentracio ([Ado]isr) emelkedésekor
megfigyelhetd kisfoku pozitiv inotrop hatasért), amelynek az ischaemia utani
reperfuzio indukalta apoptosis gatlasaban lehet szerepe (6sszefoglaloként Id.:
Sommerschild és Kirkebgen, 2000; Headrick és mtsai, 2003).

Ad 3.: Az antiinflammatorikus hatas egyes immunrendszeri és kotészoveti
sejtek gatlasan alapul. A neutrophil granulocytak adhézidjat és szabadgyok-
termelését a rajta elhelyezkedd A,a receptorok izgalma gatolja. Ags receptorokat
hizésejteken, fibroblastokon és endothel-sejteken talaltak, egyes adatok szerint
gatoljak a fibrozist (ezaltal a postischaemias cardialis remodelinget) és fokozzak
az endothelialis ekto-5’-nukleotidaz expressziot és aktivitast (ndvelve az [Ado]isk-
t). Az Az receptor aktivacidja gatolja a mastocytak degranulaciojat. Ezzel szemben
a neutrophil granulocytak A1 (és talan As) receptorai fokozzak a kemotaktikus
ingerekre adott valaszt.

Ad 4.: Az angiogenesis elésegitésében mind a négy Ado receptor tipus
részt vesz, elsésorban az endothelialis angiogén faktorok felszabaditasanak
fokozasa és az antiangiogén anyagok expressziojanak csokkentése réven hatnak,
de serkentik a mastocytak angiogén faktorainak kibocsatasat is (6sszefoglalasként
Id.: Linden, 2005).



Az Ado gyors transzportja és metabolizmusa jelentésen megneheziti az
Ado koncentraciéjanak becslését az egyes szoveti kompartmentekben, ami
hatraltatja az adenozinerg mechanizmusok vizsgalatat. Ezt jol példazza, hogy az
Ado membranalis transzportjanak iranya a szivben, féleg a cardiomyocytakban
egészen a kdzelmultig vita targyat képezte (6sszefoglaloként Id.: Deussen, 2000a,
b), noha régdta ismert volt, hogy az endogén és az exogén Ado hatasa novelhet6
a nukleozid transzporterek gatlasaval (Szentmiklosi és mtsai, 1982; Van Belle,
1993). A NT gatlasa potencirozza az antiarrhythmias (Wilbur és Marchlinski, 1997)
és az ischaemia elleni protektiv hatékonysagot is (0sszefoglaloként Id.: De Jong
és mtsai, 2000). Ismereteink egzaktsaganak tovabbi ndveléséhez fontos lenne a
kutatas eszkoztaranak bovitése olyan eljarasokkal, amelyek az Ado szintjének
pontosabb becslését tennék lehetévé, kulondsen az Ado kotdhelyeinek
mikrokdrnyezetében.

Megallapithatjuk tovabba, hogy a sejtfelszini Ado receptorok részletesen
vizsgalt funkcioi mellett viszonylag kevés figyelmet kaptak az intracellularis Ado
kotdhelyek altal medialt folyamatok. Tekintettel azokra az eredményre, amelyek
intracellularis tdmadaspontu adenozinerg mechanizmusokrél tanuskodnak
fiziologias illetve koros korilmények kozott (Szentmiklosi és mtsai, 1982, 1983;
Rosenthal és Lowenstein, 1991), érdemes lenne ezeket a funkcidkat

részletesebben vizsgalni.

1.5 Az A, receptor jelatvitele tengerimalac bal pitvaron

Az Ado cardiomyocytakon kifejtett hatasainak tobbségét a G-protein
kapcsolt sejtfelszini A4 receptorok medialjak (Gardner és Broadley, 1999;
Osszefoglaloként Id.: Shryock és Belardinelli, 1997). Az A4 receptor stimulacidja az
M, muszkarinerg receptorral kozdsen hasznalt K™ csatorna (Kachago) Nyitasat
(ezaltal az un. befelé egyeniranyitd K" aram er6sodését) és az AC gatlasat okozza
(6sszefoglaloként Id.: Belardinelli és mtsai, 1995). A cAMP szintjének csokkenése
gatolja a cAMP-fligg6 protein kinaz A aktivitasat, ami egyrészt serkenti az
intracellularis foszfoprotein foszfatazokat (Gupta és mtsai, 1993), masrészt
felszabaditja a PLB gatlo aktivitasat a SERCA-n (Gupta és mtsai, 1993; Neumann

és mtsai, 1995), harmadrészt gatolja az L-tipust Ca®* csatornat (Lca) (Jahnel és
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mtsai, 1992). A SERCA felel6s a citoszdlbeli szabad Ca?* diastole alatti
visszapumpalasaért az SR-be, ezért csokkent mikodése a sejt (szarkolemmalis
Ca?* csatornan keresztiili) Ca®* vesztéséhez vezet, ami csdkkenti a késébbiekben
a kontrakcids erét. Az L-tipust inward Ca®* aram gyengiilése az akciés potencial
platéfazisaban szintén a kontrakcids eré csdkkenésének iranyaban hat
(6sszefoglaloként Id.: Bers, 2001). Az intracellularis Ado kotéhelyek kozul az AC-
on talalhaté P-site a legjobban feltérképezett, melyhez két6dve az Ado gyenge
gatlast hoz létre az enzimen (Tesmer és mtsai, 2000). A folyamatot sszefoglalod
2. abran a cGMP és az altala szabalyozott harom protein, a két PDE és a protein
kinaz G nem részei az adenozinerg utvonalnak tengerimalac bal pitvaron
(6sszefoglaloként Id.: Shirayama és Pappano, 1996; Bers, 2001). Feltuntetésuk
azért tortént, mert a f6leg ADA gatloként hasznalt EHNA a jelenleg leggyakrabban
alkalmazott szelektiv bénitdja (a PDE-okon belil) a PDE,-nek (Alexander és
mtsai, 2001b).

Mint az a 2. 4bran lathato, az inotropiat meghatarozo intracellularis Ca**-
szintet az A1 receptorfunkcié harom ponton, az Lc,, a SERCA és a Kachado
aktivitasanak szabalyozasaval befolyasolja. E harom tényez6 egymashoz képesti
jelentésége még nem teljesen tisztazott. Széles korben elfogadott vélemény
szerint els6sorban a befelé egyeniranyitd K* aram ndévekedése felelés az A
receptor agonistak direkt (bazalis cAMP-szint melletti) negativ inotrop hatasaért,
amely hiperpolarizalja a sejtet és roviditi az akcids potencial idétartamat (Kurachi
és mtsai, 1986; Belardinelli és mtsai, 1995). K* csatorna blokkolokkal végzett
kisérletek alapjan Ford és Broadley (1999) arra kovetkeztettek, hogy a Kach/ado
aktivacidja féleg a kontrakcié id6tartamat, kialakulasi és lecsengési gyorsasagat
befolyasolja, de alig érinti a kontrakcios er6 amplitudéjat. Az A, receptor agonistak
az emelkedett cAMP-szint kdvetkeztében fokozott L-tipust Ca®* aramot
erbteljesen csokkentik, mig a bazalis cAMP-szint melletti L-tipusu Ca?* aramot
csak kisebb mértékben gatoljak (és azt is csak pitvaron) (Belardinelli és mtsai,
1995). A SERCA — PLB komplex szerepe alarendelt jelentéséglinek latszik az Ado
direkt negativ inotrop hatasaban pitvaron, mivel a PLB, amelyre a SERCA felé
tarto szabalyozasi utak konvergalnak, pitvaron csak kis mennyiségben van jelen
(Shenoy és mtsai, 2001).

11



metabolitok cGMP — PK-G

/N

Ado == Ado PDE, PDE; foszfa-

VN N e TN

A,——> G — AC — cAMP —> PK-A — PLB — SERCA — [Ca*']— CF

4

sejtfelszin intracellularis tér
2. abra. A viszonylag stabil és szelektiv A, receptor agonista CPA, valamint a gyorsan
metabolizalodd Ado szignalizacidjanak konvergalasa a kontrakcios erére tengerimalac bal pitvari
munkaizomsejten. —> : serkentés vagy mennyiségnovelés; —e : gatlas vagy
mennyiségcsokkentés; =+ : egyensulyi folyamat; Ado: adenozin; CPA: Ne-
cyclopentyladenosine; A1: A; Ado receptor; metabolitok: az Ado metabolitjai; G: GTP-kétd fehérje
(G-protein); AC: adenilciklaz; cAMP: 3’,5'-ciklikus adenozin monofoszfat; cGMP: 3’,5'-ciklikus
guanozin monofoszfat; PDE,: cGMP-stimulalt 3',5'-ciklikus nukleotid foszfodiészteraz; PDEj;:
cGMP-gatolt 3',5’-ciklikus nukleotid foszfodiészteraz; PK-A: cAMP-fiiggé protein kinaz A; PK-G:
cGMP-fligg6 protein kinaz G; PLB: foszfolamban; SERCA: a szarkoplazmatikus retikulum ca*-
ATP-aza; foszfatazok: intracellularis foszfoprotein foszfatazok; Lc,: L-tipusu Ca”* csatorna; Kach/ado:
muszkarin aktivalta K* csatorna; [Ca2+]: a citoszol Ca®* koncentracidja az akciés potencial
platéfazisaban; CF: kontrakcios eré.

Kach/ado

1.6 Médszerek az interstitialis adenozin koncentracidjanak

becslésére

Tobbféle modszert alkalmaznak a mikddé sziv kdzvetlenul nem mérheté
[Ado]isr-janak becslésére, a ragcsalok vizsgalata soran kapott értékek a
nanomolaris nagysagrendtél a mikromolarisig terjednek (1. tablazat).

A legmagasabb bazalis [Ado]isF értékeket a myocardialis interstitium
mikrodializisével (160 nM — 2.8 uM), illetve az endocardialis ,well” technikaval (3.6
— 4.6 uM) nyerték. (A ,well” porézus falu korong vagy zacskd, amelynek
folyadéktartalma a meghatarozandé szovettel szoros kontaktusba helyezve annak
interstitialis folyadékaval ekvilibralodik a permeabilis anyagokra nézve. Ezek

koncentracidit a ,well” folyadékaban lemérve kdvetkeztetni lehet a szoveti
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koncentracidkra.) A kutyan kapott eredmények hasonléak voltak, 900 nM — 1.8 uM
kozotti értekekrdl szamoltak be (Van Wylen és mtsai, 1990; Wang és mtsai, 1992).

A peri- vagy epicardialis transzudatumbdl illetve a ,well” folyadéka alapjan
meghatarozott bazalis [Ado]isr patkanyban és tengerimalacban 100 — 400 nM
kozott mozog. Kutyabdl szarmazoé ujabb értékek hasonlé a tartomanyban vannak,
370 és 990 nM kozott (Gidday és mtsai, 1992; Kekesi és mtsai, 2002). Az
epicardialis és az endocardialis értékek figyelemreméltd, egy nagysagrendnyi
transzmuralis [Ado]ise kulonbséget mutatnak (Zhu és mtsai, 1991; Zhu és mtsai,
1992; Id.: 1. tablazat).

Becslés myocardialis interstitiumbol mintavételezett folyadék alapjan

Mikrodializis perfuzatum

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

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

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

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

180 nM; in vitro tengerimalac; DP (0.1 uM): =1 uM; A[Ado];sr: 820 nM; Decking és mtsai, 1988

191 nM; in vitro tengerimalac; DP (10 uM): 2 uM; A[Ado]sg: 1.8 pM; Mohrman és Heller, 1990

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

Becslés a nagyvérkori arterialis és coronaria-vénas Ado szintek alapjan

2.6-9.4 nM; in vitro tengerimalac; Gorman és mtsai, 1991

6.8 nM; in vitro tengerimalac; DP (10 pM): 191 nM; A[Ado]isg: 184.2 nM; Wangler és mtsai, 1989
20-25 nM,; in vitro tengerimalac; Kroll és mtsai, 1992

34 nM; in vitro tengerimalac; NBTI (10 uM): 94 nM; A[Ado];sk: 60 nM; Deussen és mtsai, 1999
(6sszefoglaldként Id.: Bassingthwaighte, 1992)

1. tdblazat. Szemelvény az irodalomban taldlhatd [Ado]se értékekbdl, melyeket jelenleg is
elfogadott és alkalmazott médszerekkel hataroztak meg tengerimalac és patkany szivben. A
koncentraciok a sorok elején bazalis [Ado]sk értékek. Ahol DP-t vagy NBTI-t is alkalmaztak (a
zarojelben megadott koncentracioban), ott feltlintettik a kialakult [Ado]se-t €s annak ndvekedését
(A[Ado)isk) is. Az in vitro és in vivo megjel6lések a vizsgalat tipusat jelzik; nM: nmol/l; pM: pmol/l.

A bazalis [Ado]sr legalacsonyabb becsléseit (tengerimalacon 2.6 — 25 nM,

kutyan 92 — 220 nM kdzo6tt) az un. ,axially distributed modeling” segitségével
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hataroztak meg, ami az Ado arteriovendzus koncentraciokulonbsége, a hematokrit
€s a coronaria-perfuzié alapjan végzett elég osszetett szamitas (Kroll és Stepp,
1996; Stepp és mtsai, 1996). Ezzel a mddszerrel korabbi kisérletek adataibdl is
lehet becslést tenni (Bassingthwaighte, 1992).

A bazalis [Ado]sr értékek kuldnbségei egyrészt az egyes modszerek altal
okozott szoveti sérulések eltéer6 mértékére, masrészt a mintavétel altal megcélzott
szoveti kompartmentek kulonbségeire vezethetk vissza. A becsult [Ado]ise
ertékek harom nagysagrendre kiterjedd valtozatossaga (nem szamitva az azonos
modszerrel kapott transzmuralis kilonbséget) tulsagosan nagy médszerfliggést
mutat. Ezzel 6sszhangban, az [Ado];sr eltér6 modszerekkel meghatarozott
novekedése NT-gatlé DP hatasara szintén elég széles tartomanyban mozog (1.
tablazat). A becsult [Ado]isk erés fuggése a jelenleg alkalmazott médszerektél uj,
megbizhatdbb eljaras kidolgozasanak szikségességét mutatja, vagy legalabbis
egy olyan modszerét, amely képes az [Ado]isr nagy bioldgiai jelentdségi
valtozasainak meghatarozasara. A sejtfelszini Ado receptorok mikrokornyezetének
Ado-szintje és annak valtozasi kulondsen informativak lennének, mivel az Ado

hatasai dontéen e receptorokon keresztll medialédnak.

1.7 A sziv hyperthyreosisban

A thyreoid hormonok (L-tiroxin: T4; L-trijédtironin: T3) fontos induktorai a
normalis szoveti differenciacionak az egyedfejl6dés elején, és késébb is
nélkulozhetetlen elemei az anyagcsere egyensulyanak. A keringésbe kérosan
nagy mennyiségben juto T3 és T4 szamos kozvetett és kdzvetlen valtozast indukal
a cardiovascularis rendszerben, melyeket a T3 és a sejtekben T3-ma alakuld T4
elsésorban magi receptorokon keresztll hoz Iétre (0sszefoglaldként Id.: Zhang és
Lazar, 2000). Ered6 hatasuk az anyagcsere altalanos fokozédasa, amely a
keringéssel szemben tamasztott igény novelésével tobbletmunkat harit a szivre.
Ennek eredménye a perctérfogat ndvekedése és a periférias ellenallas ezzel
parhuzamos csdkkenése, ezaltal tartés hyperdynamias keringés kialakulasa.

Ezen tul, a myocardium kozvetlenul is az egyik legvalaszképesebb szovet
thyreoid hormonokkal szemben (rovid 6sszefoglaléként Id.: Klein és Ojamaa,

2001). Hyperthyreosisban emelkedik a B-adrenerg receptorok szama (Bilezikia és
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Loeb, 1983) és affinitasa (Pracyk és Slotkin, 1991), viszont az AC kisebb
aktivitasa ezt ellensulyozza, ezért a 3-adrenerg jelatvitel hatékonysaga nem
valtozik lényegesen hyperthyreoid cardiomyocytakon (Ojamaa és mtsai, 2000Db).
Ezzel szemben a sympathicus izgalom érvényesulését segiti el6 a fiziologias
ellensulyozé mechanizmusok visszaszorulasa: a muszkarinerg receptorszam és
mikodés (Ishac és Pennefather 1983; Waisberg és Shainberg, 1992), tovabba az
A1 adenozinerg funkcio (Szentmiklosi és mtsai, 1992; Kaasik és mtsai, 1994)
egyarant csokkenést mutat hyperthyreosisban.

A thyreoid hormonok tartds jelenléte koncentraciofuggéen befolyasolja a
sziv Ca®" homeosztazisat (Takacs és mtsai, 1985). Hyperthyreoid allapotban né a
ryanodine receptorok expresszidja (Arai €s mtsai, 1991) és a szarkolemmalis L-
tipusti Ca®* aram (Mager és mtsai, 1992; Kreuzberg és mtsai, 2000). J6l ismert
tovabba, hogy a thyreoid hormonok megemelik a myocardialis SR (szarkoplazmas
retikulum) Ca?*-ATP-az (SERCA) expresszidjat és csdkkentik a hozza kapcsolodo
gatl6 foszfolamban (PLB) mennyiségét, novelve ezaltal a SERCA/PLB aranyt
(6sszefoglaloként Id.: Carr és Kranias, 2002). Ez pozitiv inotrop és pozitiv lusitrop
hatasu, de a PLB megkevesbedése miatt kisebb lesz a B-adrenerg stimulaciéra
adott pozitiv inotrop és lusitrop valaszkészség (Kaasik és mtsai, 1997b).

A thyreoid hormonok jelentésen fokozzak a sziv anyagcseréjét is, mely
megnovekedett oxigén- és szubsztratfogyasztashoz, idével hypertrophiahoz, majd
mitokondrialis DNS és enzimfelszaporodashoz vezet (Goldenthal és mtsai, 2004).
A makroerg foszfattartalom (ATP, kreatin-foszfat) azonban csékken, amihez a
hyperthyreoid myocardium csokkent maximalis munkaveégz6-képessége tarsul
(Queiroz és mtsai, 2002). A relativ energiahianyhoz hozzajarul az oxidativ
foszforilacio thyreoid hormon altali szétkapcsolasa, ami a felszabaditott kémiai
energia egy részenek héveé alakulasat okozza ATP-termelés helyett
(6sszefoglaloként Id.: Kadenbach, 2003). A tartés T4 kezelés ugyanakkor az
ischaemias prekondicionalashoz hasonlé médon néveli a sziv ischaemiaval
szembeni tliré6képességét. Ezen tulmenden, a kronikus T4 expozicié potencirozza
mas eljarasok kardioprotektiv hatasat, koztuk az ischaemias prekondicionalasét is
(6sszefoglaloként Id.: Pantos és mtsai, 2004). Ezek az ujabb adatok érdekes
lehetbségeket vetnek fel és inspiraljak a thyreoid hormonok szivhatasainak

tanulmanyozasat.
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1.8 Célkitiizések

Kisérleteink soran négy, egymassal 6sszefugg6 témat vizsgaltunk izolalt,

elektromosan ingerelt tengerimalac pitvarizomzaton:

1. Ismert, hogy az intracellularis Ca** citoszdlikus koncentraciojat
szabalyozo6 fehérjék kozos célpontjai a thyreoid hormonok és az Ado kontrakcios
erére konvergald hatasainak (Kaasik és mtsai, 1997a, b; Kreuzberg és mtsai,
2000; Ojamaa és mtsai, 2000a; Shenoy és mtsai, 2001). Ennek ellenére az
adenozinerg mechanizmusokat a hyperthyreosis patogenézisében nem vizsgaltak
olyan mértékben, mint azt a téma jelentdsége megkivanna. Az intracellularis
tamadaspontu adenozinerg mechanizmusok kutatasa ezen belul is elhanyagolt
terlletnek szamit, mivel hatasaikat altalaban elfedi a sejtfelszini Ado receptorok
funkciojanak markansabb megnyilvanulasa. A korabbi vizsgalatok azonban arra
utalnak, hogy koros korulmények kozott (pl. hypoxiaban) az intracellularis
mechanizmusok fokozott jelentéségre tehetnek szert (Szentmikldsi és mtsai, 1982,
1983). Célunk annak elddntése volt, hogy az extracellularis Ado receptorok mellett
az intracellularis Ado kot6helyek részvétele az adenozinerg hatasokban valtozik-e

a tartés T4 expozicio altal teremtett miliGben.

2. Az el6bbi felvetéshez kapcsolddva 6sszehasonlitottuk a szoveti Ado
mennyiségét és eloszlasat eltéréen befolyasold NT inhibitorok és ADA bénitok
hatasat euthyreoid illetve hyperthyreoid pitvarizomzaton. Az NT inhibitorok
megfelel6 oxigén-ellatasu szivben novelik a sejten kivuli és csokkentik a sejten
bellli Ado koncentraciét, ezzel parhuzamosan emelik a teljes Ado mennyiséget a
szOvetben (Deussen, 2000a). Az ADA gatlék intracellularis lokalizaciojukbol
addddan elsésorban a citoplazmatikus Ado koncentraciojat fokozzak, kilonésen
tengerimalac szivben, ahol az ADA csak intracellularisan fordul el6 (Schutz és
mtsai, 1981). Az NT és az ADA inhibitorok hatasanak dsszehasonlitasaval tehat
az intracellularis Ado koncentracié jelentéségét kivantuk vizsgalni az eltérd

thyreoid statuszu pitvarokon.
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3. A cGMP-stimulalt 3’,5’- ciklikus nukleotid foszfodiészteraz (PDE,) EHNA
altali gatlasa novelte az L-tipust Ca®* aramot emberi sziven, patkany
myocardiumon viszont nem (Rivet-Bastide és mtsai, 1997). A PDE; gatlas hatasat
tengerimalac pitvari munkaizomsejteken még nem vizsgaltak, a PDE; gatlas
inotropiara gyakorolt befolyasat pedig egy speciesen sem hataroztak meg. Célunk
olyan kisérleti elrendezés kidolgozasa volt, amelyben a PDE; inotrop hatasa
megitélhetd, és eldonthet6 az is, hogy azt a tartds T4 kezelés befolyasolja-e.

4. Az Ado metabolizmusanak és kompartmentalizaciéjanak érzékeny
dinamikaja kovetkeztében az [Ado]ise-t igen tag, harom nagysagrendet feldlel
intervallumban hatarozzak meg a jelenleg elfogadott mérémodszerekkel (1.
tablazat). Ezzel 6sszhangban a mért [Ado]ise-valtozasok is nagymértékben
modszerfligg6k (1. tablazat), ami megneheziti az [Ado]sk-t valtoztatd anyagok (pl.
NT gatlok) hatasanak kvantitativ elemzését. Célunk olyan médszer kidolgozasa
volt, amely alkalmas A, receptor agonistak koncentraciovaltozasanak megbizhato
becslésére a receptor mikrokdrnyezetében a Langmuir-Hill egyenletben rogzitett
Osszefuggés alapjan. Ehhez E/A gorbe felvételére van szlkség a vizsgalt
szOveten. Az Ado-nal felvehet6 E/A gorbék azonban erésen fiiggenek a vizsgalt
szovet nukleozid transzportereinek és Ado-t metabolizalé enzimeinek funkcionalis
allapotatdl, mivel a gorbe felvételéhez beadott Ado tetemes hanyada eliminalédik,
mire eléri a receptorat. A modszer kidolgozasa soran tehat szempont volt, hogy a
modszer segitségével az A receptor agonistak koncentraciévaltozasa a szovet
hormonalis statuszatol fuggetlenul legyen megitélhetd, ami altal lehetbség nyilik a
[Ado]isF valtozasainak dsszehasonlitasara (pl. NT gatlé hatasara) az euthyreoid

illetve hyperthyreoid sziv kdzott.
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2. Anyagok és moédszerek

2.1 Anyagok

A kdvetkezé vegylileteket hasznaltuk: adenosine (adenozin, Ado); 2-
deoxyadenosine (2-dezoxiadenozin, DAdo); 9-B-D-arabinofuranoside (9-B-D-
arabinofuranosid, ARA-A); N°®-cyclopentyladenosine (CPA); (R)-N°-(1-methyl-2-
phenylethyl)adenosine (R-PIA); 2-chloroadenosine (CIAdo); 5'-(N-
ethylcarboxamido)adenosine (NECA); acetyl- B-methylcoline chloride (metakolin,
MC); (x)-verapamil hydrochloride (verapamil, VERA); erythro-9-(2-hydroxy-3-
nonyl)adenine hydrochloride (EHNA); S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine
(NBTI); cantharidin (kantaridin); cyclopiazonic acid (ciklopiazonsav); dipyridamole
(dipyridamol, DP); coformycin (3--d-ribofuranosyl-6,7,8-trihydroimidazo 3,4-d 1,3
diazepin-8/R/-ol, CF); L-tiroxin Na sojanak pentahidratja (T4). Valamennyi
vegyszert a Sigma gyartotta, kivéve: a CF-t, amely Prof. H. Umezawa ajandéka
volt (Institute of Microbial Chemistry, Tokyo, Japan); valamint a DAdo-t, melyet a
Merck allitott eld.

Az Ado-t 36 °C-os Krebs-Henseleit pufferben (Krebs oldat) oldottuk fel. A 10
mM CPA térzsoldatot etanol és viz 1:4 aranyu oldataval készitettlk, ezt Krebs
oldattal higitottuk tovabb. Az EHNA-t és DP-t 96% etanolban, az NBTI-t,
kantaridint és ciklopiazonsavat dimetil-szulfoxidban (DMSO), a CF-t desztillalt
vizben oldottuk. Az etanol illetve a DMSO koncentraciéja nem haladta meg a
szervkadban a 0.2 V/V %-ot. A T4 fiziologias s6oldatban kerilt felhasznalasra,
amely a T, elézetes, 3 M NaOH oldatban valé feloldasa miatt 0.01 m/V % NaOH-
ot tartalmazott.

A preparatumok tapoldata minden esetben 36 °C-os mddositott Krebs oldat
volt, melyet a kovetkezd dsszetételben készitettink (mM): NaCl: 118; KCI: 4.7;
CaCly: 2.5; NaH2POg4: 1; MgCly: 1.2; NaHCOg3: 24.9; D-glukéz: 11.5; acidum

ascorbicum: 0.1 (bidesztillalt vizben oldva).
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2.2 Allatok

Kisérleteinket 400-700 g testtomegi tengerimalacokbdl nyert bal pitvarokon
végeztuk. Az allatok tartasa, el6kezelése és feldolgozasa 6sszhangban volt a
Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak Etikai Kodexében

megfogalmazottakkal.

2.2.1 Tiroxin kezelés

Azoknal a vizsgalatoknal, amelyeknél a cél az eu- és a hyperthyreoid
allapot 6sszehasonlitasa volt, az allatokat random modon két csoportra osztottuk.
A T4 kezelt csoport tagjai 330 ug/testtomeg kg L-tiroxint (Na so6, -4H,0) kaptak
naponta egyszer intraperitonealisan, mig az olddszeres (S) csoport allatai a T4
olddszerét kaptak ugyanolyan médon (in vivo kezelés). A kezelés 8 napig tartott,
az allatok felhasznalasa a 9. napon tortént. Az allatok thyreoid statuszanak
megitélése testtomeguk és rectalis hdmérseékletlk alapjan tortént. A T4 kezelt
allatok kiindulasi testtomeguk 17-28 %-at vesztették el, hémeérsékletik pedig 0.8-
1.5 °C-ot emelkedett a 9. napra (szignifikans valtozasok). Az S kezelt csoportban

a testtomeg és a hémeérséklet nem valtozott szignifikansan.
2.2.2 In vivo elektrofizioldgiai vizsgalat altatott allaton

A tengerimalacokat 30 mg/kg i.p. pentobarbital narkézisban elektromosan
szigetelt vizsgaldépadra rogzitettik, majd az allatok végtagjain subcutan
thelektrodakat helyeztink el. A standard végtagi elvezetéseket haromcsatornas,
héirés EKG készulékkel regisztraltuk.
2.2.3 A trijodtironin és tiroxin meghatarozasa

A thyreoid allapot verifikalasa érdekében az allatok felhasznalasakor nyert

vérbdl centrifugalassal szérummintakat készitettink, amelyekbdl T3 és T,

meghatarozas tortént radioimmunoassay (RIA) mddszerrel.
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A T; illetve T4 szérumkoncentracioja a T4 kezelésl allatokon 3.1 (£0.4)
illetve >280 nM volt, mig az S kezelési allatokon <0.38 illetve 32.7 (£2.9) nM

(szignifikans kulonbségek), a T4 kezelés tehat eredményes volt.

2.2.4 Adenozin dezaminaz aktivitds meghatarozasa intakt myocardiumon

Rogler-Brown és mtsai (1978) intakt vorosvértestekre és Sarcoma 180
sejtekre kidolgozott metodikajanak intakt myocardiumra kidolgozott médositasaval
(Szentmikldsi és mtsai, 1982) szoveti ADA aktivitast hataroztunk meg a CF gatlo
hatasanak megitélésére.

A kontroll pitvarokat Krebs oldatban, a CF kezelt pitvarokat pedig 8 uM CF-t
tartalmazo Krebs oldatban inkubaltuk 50 percig (in vitro koralmények kdzott a CF
irreverzibilis ADA inhibitor). Ezutan valamennyi pitvar tapoldatat 1 mM Ado-t
tartalmazo Krebs oldatra cseréltik. 10 percig tarté expozicioé utan ezt az oldatot
ledntottuk és ammoniatartalmat Kingsley és Tager (1970) modszerével hataroztuk
meg. A tapoldat 0.5 ml-ét 6sszeraztuk 0.5 ml DOWEX AG 50 W-X4 gyantanak
ammoniamentes bidesztillalt vizzel készitett szuszpenzidjaval, majd 5 perc allas
utan dekantaltunk és a gyantat 3x10 ml desztillalt vizzel mostuk. A vak érték
meghatarozasahoz normal Krebs oldatot hasznaltunk, amelyet a prébaval azonos
kezelésnek vetettlink ala. A mosott gyantahoz 1.5 ml fenol reagenst (5 g kristalyos
fenol és 25 ml nitroprusszid natrium 500 ml desztillalt vizben oldva) és 1.5 ml
alkalikus hipoklorit oldatot (4 ml 50g/I koncentraciéju natrium hipoklorit oldat 500
ml 0.125 M NaOH oldatban oldva) adtuk, majd 37 °C-on 30 percig szervfiirdében
inkubaltuk. A mintak extinkcidjat a vakkal torténé nullazas utan BECKMAN M2400
tipusu spektrofotométeren 640 nm-nél olvastuk le. Az ammoniatartalmat standard
ammoniumszulfat (141.5 g/100ml desztillalt viz) kilénbdzé koncentracidjaval
felvett referens gorbe alapjan szamitottuk ki, majd az izmok nedves sulyanak
lemérése utan meghataroztuk az 1 g szivizom altal 1 perc alatt leadott amménia
mennyiségét. Agarwal (1980) alapjan egységnyi aktivitasunak tekintettik az ADA
azon mennyiségét, amely 1 yM Ado-t 1 perc alatt bont ammdéniava és inozinna.
Esetlinkben az aktivitasokat 1 g nedves sulyra vonatkoztattuk. Az ammonia
felszabadulas legalabb 20 percen keresztul linearisnak bizonyult Ado jelenlétében.

A fenti mérést elvégeztik Ado-mentes tapoldatba helyezett pitvarokon is. A

pitvarok az Ado-mentes pufferbe csak elhanyagolhaté mennyiségli ammoniat
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adtak le (0.03 +- 0.02 E/g), amelyre az Ado jelenlétében meghatarozott értékeket
korrigaltuk.

2.2.5 Bal pitvari preparatumok készitése

A szivizom kontraktilitasat a tengerimalacokbol nyert bal pitvari
preparatumokon végeztuk. A tengerimalacokat éter narkézisban tarkocsapassal
boditottuk, majd a mellkas feltarasa utan a sziveket gyorsan eltavolitottuk és
szobah&mérsékletii Krebs oldatba helyeztik. A preparalékadban oxigenizalt Krebs
oldatban a bal pitvarokat levalasztottuk a kornyezd szovetekrdél, végeikre
kapillaritasmentes vékony fonalat rogzitettink, majd a preparatumokat 10 mN
feszités mellett 10 cm? Grtartalmu, vertikalis kiképzésl szervfiirdé rendszerben
(TSZ-04, Experimetria, Budapest) Krebs oldatban fuggesztettik fel, amelyet 95%
O, és 5% CO;, elegyével oxigenizaltuk, ezaltal az oldat pH-ja 7.4-re allt be. A
preparatumok egyik végét plexihoroghoz, a masik végét izometrias mechano-
elektromos atalakito (SG-01 D, Experimetria, Budapest) érzékel6jéhez rogzitettuk.

Az ingerlést pontszerlien kiképzett platina elektrédokon keresztul
programozhato elektrostimulatorral (ST-02, Experimetria, Budapest) végeztik. Az
ingerlési alapfrekvencia 3 Hz volt. Az ingerlést 1 ms impulzusszélesség mellett
masfélszeres kiuszobfeszultséggel végeztik. A kontrakciokkal aranyos elektromos
jeleket kétsugaras oszcilloszkop (EMG-1555, Type TR-465, Budapest; EMG-1533,
Type TR-4657, EMG, Budapest, EO 213, RFT, Dresden) bemeneteire vittik ra,
illetve azokat 6 csatornas poligrafon (BR-61, Medicor, Budapest) rogzitettuk. A
preparatumokat 50 percen keresztll inkubaltuk normal Krebs oldatban, mialatt a
kontraktilitasi paraméterek stabilizalodtak. A vegyuletek alkalmazasa ebben az
egyensulyi allapotban tortént. A E/[A] gorbék felvételét Van Rossum (1963)
kumulativ médszere szerint végeztuk. A vizsgalat soran az izometrikus
kontrakcidkat regisztraltunk, melyeknek az amplitudojat hasznaltuk fel, mint

kontrakcios ero6t.

21



2.3 Protokollok

2.3.1 Az els6 E/[A] gorbe

Az ingerlés megkezdésétél szamitva 50 percig a pitvarok Krebs pufferben

inkubalddtak. Inkubacié soran (itt €s minden mas alkalommal is) a szervkadak

oldatat 15-20 percenként cseréltik (mosas). Ezalatt a pitvarokat random modon

az adott protokoll (Id.: In vitro kezelés és tovabbi E/[A] gorbék) altal megkivant

alcsoportok egyikébe soroltuk.

Ezutan (stabil nyugalmi kontrakcios er6 esetén) Ado-nal kumulativ E/[A]

goOrbét vettunk fel valamennyi alcsoportban. A hatas bealltat az adott dozis

beadasa utan kialakulé legkisebb kontrakcids er¢ jelezte (3. abra).
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3. abra. Oldoszerkezelt (S) és
tiroxinkezelt (T,4) tengerimalacokbdl
szarmazé bal pitvarok tipikus Ado E/[A]
gorbéi. Az x tengelyen az Ado
logaritmusat tintettik fel, mig az y
tengelyen a kiindulasi kontrakcios eré
szazalékos csokkenését (Id.: 2.4
Adatfeldolgozas). A szimbdlumok
atlagolt valaszokat mutatnak (szamtani
kozép + SEM). A valaszokra a
Langmuir-Hill egyenletet (Id.:
Adatfeldolgozas) illesztettik (szaggatott
vonal).

Az els6 E/[A] gorbe kétféleképpen kerllhetett felhasznalasra attél fuggden,

hogy a masodik E/[A] gdrbe milyen agonistaval lett felvéve. Ha Ado-nal, akkor az

els6 annak kontroll gorbéje volt (6nkontrollos kisérlet), ha CPA-val, metakolinnal

(MC) vagy verapamillal (VERA), akkor csak az adatfeldolgozasba valé

bevalasztasi kritériumok teljesulését itéltuk meg a rajta, illetve a preparatumok
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.edzéseét” szolgalta. llyenkor kulon kontroll alcsoport szolgaltatta a kontroll

adatokat az in vitro kezelés hatasanak megitélésehez.

2.3.2 In vitro kezelés és tovabbi E/[A] gorbék

Az els6 E/[A] gorbe felvételét kovetd mosas utan 50 perces inkubaciokat (in
vitro kezelés) alkalmaztunk. Ezutan a lentebb feltintetett anyagok megadott
koncentracidival egy masodik E/[A] gorbét vettink fel, néhany vizsgalatban ezt
mosas €s ujabb in vitro kezelés + harmadik E/[A] gorbe kdvette. A kiértékelések
soran az elsé és a masodik E/[A] gorbe kiindulasi kontrakcids erejét, tovabba a
E/[A] gorbék adatait hasznaltuk fel.

Az adenozinerg szignalizacio extra- és intracellularis komponensének
elkilonitését célzo kisérleteinkben egy sor inkubaldszert és agonistat hasznaltunk,
az egyes alcsoportokba kezeletlen, S vagy T, kezelt allatok tartoztak (4-10 db). A
3.2 alfejezetben az eredmények ismertetése soran minden szukséges
informaciora kitérink.

A NT és az ADA gatlasan alapulé vizsgalatainkban (3.3 alfejezet) a lentebb
felsorolt 7 in vitro kezelést alkalmaztuk. Mivel ezek utan a masodik (illetve
harmadik) E/[A] gorbe is Ado-nal készult, az Ado gyors eliminacidja (konnyd
kimosni) dnkontrollos kisérletek végzésére nyujtott lehetéséget. Az in vitro
kezelést S és T, in vivo kezelésl pitvarok kaptak, a kétféle kezelés 12 alcsoportot
eredményezett (mivel a 6. és 7. kezelés az 5-et kdvette):

1. DP (3 uM); Ado E/[A] gbrbe
NBTI (1 uM); Ado E/[A] gbrbe
CF (8 uM); Ado E/[A] gbrbe
kantaridin (0.5 uM); Ado E/[A] gOrbe
EHNA (10 uM); Ado E/[A] gbrbe; az ide tartozé négy alcsoportban

mosas utan a 6. vagy a 7. protokoll szerint még egy in vitro kezelést és

o >N

egy harmadik E/[A] gbrbét is kiviteleztlnk:
6. kantaridin (0.5 uM) + EHNA (10 uM); Ado E/[A] gbrbe
7. ciklopiazonsav (20 uM) + EHNA (10 uM); Ado E/[A] gorbe.
A PDE; gatlas hatasat vizsgal6 kisérletekben (3.4 alfejezet) 3 in vitro
kezelést végeztink S és T4 in vivo kezelési allatok pitvarain, ami 6 alcsoportot

adott a kétféle kezelés kombinaciojaként:
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1. @; CPA E/[A] gbrbe (kontroll alcsoportok)

2. EHNA (10 uM); CPA E/[A] gbrbe

3. NBTI (10 uM); CPA E/[A] gorbe.

Azokban a kisérletekben, ahol a vizsgalat célja a koncentracidbecslésre
kifejlesztett figgvény tesztelése volt (3.5 alfejezet), a lenti 6 in vitro kezelést
alkalmaztuk in vivo kezelés nélkuli allatok pitvaran. Ez 9 alcsoportot
eredményezett (eltér6 agenssel felvett E/[A] gorbe kulon alcsoportot jelent):

1. &; CPA vagy MC vagy VERA E/[A] gorbe (3 kontroll alcsoport)
CPA (3 nM); CPA E/[A] gbrbe
CPA (30 nM); CPA E/[A] gbrbe
CPA (100 nM); CPA vagy MC E/[A] gbrbe (2 alcsoport)

MC (200 nM); MC E/[A] gbrbe
VERA (300 nM); VERA E/[A] gbrbe.

o 0~ w N

2.4 Adatfeldolgozas

2.4.1 Bevalasztasi kritériumok

A pitvaroknak 3 feltételt kellett teljesitenitik az els6keént kivitelezett Ado E/[A]
gOrbe alapjan ahhoz, hogy bekerlljenek az elemzésbe.

1. A nyugalmi kontrakcios er6 elérte az 1 mN-t az elsé E/[A] gbrbe elbtt.

2. A pitvarok mechanikai aktivitasa szabalyos volt (nem volt arrhythmia).

3. Az ECsp-hez legkozelebbi Ado koncentraciora adott valasz belll volt a
szamtani kozép £ 2 SD intervallumon. A szamtani kozepet és a SD-t az els6 két
feltételt teljesit6 pitvarokra hataroztuk meg, az eltéré thyreoid statuszu
preparatumokra kilén. Az in vivo kezeletlen illetve S kezelt pitvarok esetében ez
az Ado koncentracié 10 uM volt, a T4 kezelteknél pedig 100 pM.

Valamennyi pitvar adatait felhasznaltuk, amelyik teljesitette a 3 bevalasztasi

kritériumot.
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2.4.2 A kontrakcios er6k feldolgozasa

Egy preparatum intakt kontrakcios erejét elsé E/[A] gorbéjének kiindulasi
kontrakcids erejeként hataroztuk meg. Az in vitro kezelés hatasara kialakult
kontrakcids erét az intakt kontrakcios er6 szazalékaban fejeztik ki a kezeléshez

hasznalt szer inotrop hatasanak jellemzésére.
2.4.3 A koncentracio-hatas gorbék feldolgozasa

Egy ¢ agonistakoncentracié hatasanak (E) a kiindulasi kontrakciés eré (F)
szazalékos csOkkenését tekintettlk (F. a kialakuld legkisebb kontrakcids eré ¢

jelenlétében):

EZM-IOO%

A E/[A] gbrbe pontjaira a Langmuir-Hill egyenletet illesztettik:

"+ ECyY

ahol: ¢ az agonista koncentracioja; E a hatas c-nél; E,., az adott agonistaval
kivalthaté maximalis hatas; ECs, a félhatasos koncentracio, ennek reciproka a
hatékonysag (,potency”), negativ 10-es alapu logaritmusa (-IgECs) pedig a pDy;
ny a Hill koefficiens (,slope”).

Az egyes preparatumok valaszkészségét az agonistaval szemben E/[A]
goOrbéik Emax, ECso €s ny paramétereivel jellemeztik, ezeket a paramétereket
hasznaltuk fel késébb a statisztikai elemzéshez és a ,koncentracié-meghatarozo”

egyenlethez (Id.: Eredmények).
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2.4.4 Statisztikai feldolgozas

Normal eloszlast és homogén varianciakat mutato két csoport esetén
kétoldalu kétmintas Student-féle t tesztet (6nkontrollos esetben parositottat,
egyébként parositatlant) készitettlink, ketténél tdbb csoportra egyutas
varianciaanalizist (ANOVA) végeztunk, melyet Newman-Keuls poszt-teszt
kovetett. Ha két normal eloszlasu csoport varianciai kulonb6zdek voltak, Welch-
korrigalt t tesztet hasznaltunk. Nem normal eloszlast mutaté két csoportot Mann-
Whitney U teszttel, tobbet Kruskal-Wallis teszttel hasonlitottunk 6ssze, utébbit
Dunn poszt-teszttel kiegészitve. Az in vivo és az in vitro kezelés interakciojat
kétutas ANOVA-val vizsgaltuk. A ,koncentracié-meghatarozé” egyenlet
illesztésével kapott koncentraciobecsléseket, ha azok normal eloszlast mutattak,
egymintas Student-féle t teszttel hasonlitottuk 6ssze az altalunk bemért (ismert)
koncentracidkkal, nem normal eloszlas esetén pedig Wilcoxon teszttel. A véletlen

oki szerepét p < 0.05 esetén vetettik el.
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3. Eredmények

3.1 A biolégiai paraméterek valtozasa az in vivo és in vitro

kezelések soran

3.1.1 A thyreoid status

Az S kezelt csoportban a testtomeg és a rektalis hémérséklet nem valtozott
szignifikansan. A T, kezelt csoportban a testtdomeg 24 %-al csdkkent, a rektalis
hémérséklet masfél fokkal emelkedett, a szivfrekvencia 31 %-al nétt és jelentésen
emelkedett a szérum T3 és T4 szint. A bal pitvar/testtomeg arany is jelentésen nétt

a T4 kezelés kovetkeztében (2. tablazat).

Paraméter Egység S kezelt Ts-kezelt
Testtdmeg g 583+ 24 442 + 23 *
Rektélis hémérséklet °C 37.9+0.2 394+01"
Szivfrekvencia min” 202 £ 14 264 £12*
Szérum T4 koncentracio nM/I 327129 >280*
Szérum T; koncentracid nM/I <0,38 3.1+£04~*
Bal pitvar/testtdémeg mg/g 0.065 £ 0.04 0.105+£0.02 *
n 10 9

2. tablazat. A biokémiai, anyagcsere és hemodinamikai paraméterek valtozasa kontroll és T,
kezelt tengerimalacokon. * szignifikans eltérés a kontrolltol.

3.1.2 Az adenozin dezaminaz aktivitasanak valtozasa coformycin

jelenlétében

A metodikaban ismertetett médszer felhasznalasaval meghataroztuk intakt
tengerimalac pitvarszovet ADA aktivitasat. A kontroll pitvarok ADA aktivitasa 0,21
+ 0,02 E/g-nak bizonyult (n = 7). A kisérleteinkben alkalmazott 8 uM coformycin 93

+ 5%-al gatolta az enzim aktivitasat.
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3.2 A tiroxin kezelés hatasa az adenozin receptor agonistak és a

P-site aktivatorok negativ inotrop effektusara

3.2.1 Az adenozin és az extracellularis tamadaspontu adenozin receptor

agonistak myocardialis hatasanak valtozasa

Az S és a T4 kezelt tengerimalacokbdl szarmazo, elektromosan ingerelt (3
Hz, 1 ms, masfélszeres kiszobfeszultség) pitvarokon az Ado (0.01 uM - 1mM)
koncentracié-figgé modon, de differencialtan csokkentette az izometrias
kontrakcios er6t (5. abra). Megfigyelhetd, hogy mig az S kezelt Ado E/[A] gorbék
pD, értéke 4.94 + 0.09 (n = 26) volt, addig a T4 kezelés utan ez az érték 4.08 *
0.08-ra csokkent (p < 0.01), jelezve az agonista hatékonysaganak mintegy 8-
szoros csokkenését. T, hatasara a maximalis valasz (Emax) is csokkent.

Hasonl6 jelenséget figyeltink meg az A1 receptorok specifikus agonistaival,
a CPA-val és az R-PlA-val is, amikor erételjes hatasgyengulés volt tapasztalhaté
T4 kezelés utan. A CPA-ra és az R-PlA-ra vonatkozé kontroll pD, értékek 7.74 +
0.09 illetve 7.14 £ 0.08, mig a T4 kezelt pitvarokon mért értékeket 6.75 + 0.11
illetve 6.25 £ 0.19 voltak. A hatékonysag csokkenése tehat mintegy 10 illetve 8-
szoros volt (p < 0.01). A pD, értékek csokkenését jelentbés mértékl Enax
depresszio is kisérte (4. abra A, B).

A kevésbé specifikus A4 receptor agonista CIAdo (kisfoku A, receptor
agonista hatas) esetében a kontroll pD, 7.17 £ 0.16 volt, mig 8 napos T4 kezelés
utan ez 6.29 + 0.16-ra médosult (p < 0.01). A hatékonysag csdkkenése 8-szoros.
Az Enax szintén csdkkent (4. abra C).

Erdekes modon, az A; és az A, receptorokat kdzel hasonlé mértékben
aktivalé NECA esetén a T, hatasara az el6bbiekhez képest kisebb eltolédas
alakult ki az E/[A] gorbékben. Az S kezelt pitvarokon a NECA-ra vonatkozo6 pD»
ertéek 7.72 £ 0.07, mig a T4 kezeltekre szamitott pD, érték 7.26 + 0.18 volt. A
hatékonysag csokkenése csak 3-szoros (p < 0.05). Az Enax redukcidja viszont itt is
kifejezett. (4. abra D).

28



100 - 100 -

B
< <
S o~
~—" N~—" 75 i
%) n
‘G (O
e e
® ®
e e
o o
o O 50 -
-— -—
o) o)
= =
= >
© ©
(@)] O 25 -
o) o)
pd prd
0 T 1
9 8 7 6 5 9 8 7 6 5
-log[CPA] -log[R-PIA]
100 - 100 -

A ~
o (3]
1 1

Negativ inotrop hatas (%)

Negativ inotrop hatas (%)

-log[CIAdO] -log[NECA]

4. abra. A CPA-ra (A), R-PIA-ra (B), CIAdo-ra (C) és a NECA-ra (D) adott negativ inotrop valasz
modosulasa T4 kezelés hatasara tengerimalac bal pitvarokon (szamtani kbzép + SEM). Az x

az y tengelyen pedig a kiindulasi kontrakcios eré szazalékos csdkkenését. A sétét szimbolumok in
vivo S, a vilagos szimbdlumok pedig in vivo T4 kezelést jeleznek.
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Kisérleteket végeztink két tipikus P-site agonistaval, a 2'-
dezoxiadenozinnal (DAdo) és a 9-3-D-arabinofuranosiddal (ARA-A), amelyek
szelektive aktivaljak az adenilciklaz intracellularis felszinére lokalizalédé P-site-ot.
A DAdo és az ARA-A a tdbbi vizsgalt agonistahoz képest gyengébb hatasu és
rosszabb oldékonysagu, ezért a teljes szigmoid E/[A] gorbét nem lehetett vellik
felvenni. Ennek megfelel6en pD, és Enax helyett az 6sszehasonlitas alapjat DAdo
és ARA-A E/[A] gorbék esetében az ECy5 alapjan torténd értékelés képezte.

Az Ado hatasat az S kezelt pitvarokon a CF csak kismértékben potencialta,
a szamitott pD, értékek alapjan az Ado hatékonysaga mintegy 2-szeresére nétt. A
T4 kezelt pitvarokon viszont CF jelenlétében az Ado hatékonysaga nagymértékben

fokozodott, megkozelitbleg 10-szeresére (5. abra A).

100 -

100 -

75 A

50 -

25 A

Negativ inotrop hatés (%)

Negativ inotrop hatas (%)

negativ tizes alapu logaritmusat vettik fel, az y tengelyen a kiindulasi kontrakcids eré szazalékos
csokkenését. A rombusz szimbdlumok az ADA intakt allapotat jelzik, a haromszdgek pedig 8 uM
CF hozzaadasat a rendszerhez. A s6tét szimbolumok in vivo S, a vilagos szimbolumok pedig in
vivo T, kezelést jelentenek.

Az el6bbi kisérleteket 10 uM 8-PT folyamatos jelenlétében is elvégeztunk.
Az S kezelt pitvarokon a CF kb. 7-szeresére fokozta az Ado hatékonysagat, mig a

T4 kezelt pitvarokon 16-szorosara (5. abra B).
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3.2.2 A P-site aktivatorok hatasanak valtozasa

A P-site hatas kritériumok teljestilésének vizsgalata

A P-site hatas 3 alapvetd kritériumat vizsgaltuk: (1.) A metilxantin
rezisztenciat, (2.) A hatasnak az adenilciklaz aktivalas altali fokozhatésagat, (3.)
Az intracellularis tamadaspont tényét.

Ad 1.: A DAdo és a ARA-A negativ inotrop hatasat 10 uM 8-PT (A4 és A
Ado receptor blokkold) jelenléte gyakorlatilag nem befolyasolja (6. abra A, B).

Ad 2.: Az adenilciklaz 20 uM forskolinnal tortént aktivalasa utan mind a
DAdo, mind az ARA-A hatasa jelent6ésen fokozodott (adatokat nem tuntettunk fel).

Ad 3.: 10 uM NBTI (ENT1 blokkolo) mindkét purin analdg hatasat
szignifikansan csdkkentette (6. abra C, D). Ebben a kisérletsorozatban a P-site
agonistak hatasat ADA gatlé adasaval potenciroztuk NBTI hianyaban és
jelenlétében is.

DAdo és az ARA-A Aaltal lIétrehozott negativ inotropia tehat dontéen nem
sejtfelszini Ado receptoron, hanem feltehetéen P-site aktivacion keresztul

medialodik.
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6. abra. A DAdo-ra (A, C) és az ARA-A-ra (B, D) adott negativ inotrop valasz euthyreoid
tengerimalac bal pitvarokon (szamtani kozép + SEM). Az x tengelyen a P-site aktivator szintjének
negativ tizes alapu logaritmusat abrazoltuk, az y tengelyen pedig a kiindulasi kontrakcios er6
sz4zalékos csokkenését. Az A és B panelen a s6tét szimbdlumok 8-PT hidnyat, a vilagosak pedig
8-PT jelenlétét mutatjak, mig a C és D panelen a so6tét szimbdlumok NBTI hianyat, a vilagosak
pedig NBTI jelenlétét jelzik. A C és D panel E/[A] gorbéi mind 8 uM CF jelenlétében készlltek.
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A tiroxin kezelés effektusa a P-site agonistak hatasara

A DAdo hatasat a T4 kezelés nemcsak csokkentette, mint az Ado és az
extracellularis tAmadaspontu Ado receptor agonistak esetében, hanem meg is
forditotta, azaz enyhe pozitiv inotropiat tapasztaltunk (7. abra A). A DAdo hatasat
jellemzé -logEC,5 euthyreoid pitvarokon 3.05 + 0.12 volt, a hyperthyreoid
pitvarokon ez 2.60 + 0.09-re csokkent. Ehhez hasonléan a ARA-A hatasa is

mintegy harmadrészére gyengult a T4 kezelés kdvetkeztében (7. abra B).
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7. dbra. A DAdo (A) és az ARA-A (B) negativ inotrop hatasanak véltozasa T, kezelésre
tengerimalac bal pitvaron (szdmtani k6zép + SEM). Az x tengelyen a DAdo illetve az ARA-A

kontrakcios eré szazalékos csokkenését. A rombusz szimbdélumok jelzik az ADA intakt allapotat,
mig a haromszdgek 8 uM CF jelenlétét. A sétét szimbdlumok S, a vildgosak T, kezelést mutatnak.

Az adenozin dezaminaz gatlas befolyasa a P-site aktivatorok myocardialis
hatasara

Az intracellularis P-site aktivatorok hatasanak ez a jelentds csokkenése
felvetette azt a lehet6séget, hogy az Ado hatas csokkenésében az extracellularis

hatasok hattérbe szorulasa mellett az intracellularis komponensek szerepének
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dominanciaja jatszhat Iényeges szerepet. Tovabbi vizsgalataink azt mutattak, hogy
8 uM CF kozel maximalisan gatolja az ADA aktivitasat. A 8. D abran lathato, hogy
a CF az Ado hatasat kismértékben potencialja. A szamitott pD, értékek alapjan a
potencialas mértéke tehat mintegy kétszeres.

A T4 kezelt tengerimalacokbdl szarmazé pitvarokon a gyengult Ado hatas
nagymeértékben fokozodott CF jelenlétében. A pD, értékek alapjan szamolt
potencialé hatas mértéke mintegy 10-szeres (8. abra D).

Az extracellularis AR receptor hatasok kizarasa céljabdl kisérleteket
végeztunk 10 uM 8-PT jelenlétében is. llyen koriimények kozott az S kezelt
pitvarokon a CF mintegy 7-szeresére fokozta az Ado hatékonysagat, szemben a
8-PT jelenléte nélkili kétszeressel. A T, kezelt pitvarokon a CF 16-szorosara
novelte az Ado hatékonysagat 8-PT mellett, szemben a 8-PT jelenléte nélkuli 10-
szeres hatasfokozodassal (5. abra B). Amennyiben tehat az Ado hatasanak
extracellularis komponensét 8-PT-vel redukaljuk, a CF fokozott mértékben
potencirozta a hatas megmaradt komponensét.

Mig elektromosan ingerelt, oldoszerrel kezelt pitvarkészitményeken a DAdo
mérsékelt negativ inotrop hatast produkalt, az ADA CF-el torténd bénitasa utan a
hatas jelentésen, mintegy 24-szeresére fokozédott (7. abra A).

A 8 napos T4 kezelt tengerimalacok pitvaran 8 yM CF meglepéen intenziv,
765-sz0r6s fokozddast eredményezett a DAdo hatasaban (7. abra A).

Tendenciajat tekintve hasonlé eredményeket értink el ARA-A-val, a masik
P-site agonistaval is. Itt kontroll preparatumokon 3-szoros, mig T4 kezelt pitvaron
12-szeres hatasfokozodast tapasztaltunk a szamitott EC,5 értékek alapjan (7. abra
B).

A két P-site agonista hatasanak befolyasolhatésaga szempontjabdl a
potencialas jellege azonos volt akkor is, ha a CF helyett egy masik, nem-
specifikus ADA gatl6 szert, EHNA-t (10 uM) hasznaltuk (adatokat nem kozoltink).
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3.3 A tiroxin kezelés befolyasa a nukleozid transzport gatldk és az

adenozin dezaminaz gatlék hatasara

A NT blokkol6 DP (3 uM) és NBTI (1 uM), tovabba az ADA gatlé EHNA (10
puM)és CF (8 uM) egyarant potenciroztak az Ado hatasat mind az S, mind a T,
kezelt pitvarokon. Az NT gatldk jelentés ECso csokkenést produkaltak (amit a E/[A]
gorbe nagyfoku balra tolodasa jelez), az Enax-ot viszont alig befolyasoltak. Ezzel
szemben az ADA inhibitorok, ha kisebb mértékben is, de szignifikansan
csOkkentették ECso-et, ugyanakkor jelentésen novelték az Enax-ot (3. tablazat; 8.
abra).

A NT blokkoldk esetében az elsé (in vitro kezelés elbtti) és a masodik (in
vitro kezelés utani) Ado E/[A] gorbe ECsp-€nek hanyadosa (,potency” arany) nem
klénb6zott szignifikansan az eu- és a hyperthyreoid pitvarok kozott. Ezzel
szemben, ADA gatlé kezelés esetében a hyperthyreoid pitvarok ,potency” aranya
szignifikansan nagyobb volt, mint az euthyreoidoké (4. tablazat).

A foszfataz (PP1 és PP2A tipus) gatlé kantaridin (0.5 uM)a szignifikancia-
szintet el nem ér6 kisfoku csokkenést hozott Iétre az Ado hatasaban. ADA gatlo
EHNA jelenlétében ez a csOkkenés statisztikailag szignifikanssa valt. A kantaridin
és az EHNA egydutt Iényegesen nagyobb mértékben gatolta az Ado hatasat a T,
kezelt preparatumokon, mint az S kezelteken (9. abra).

A SERCA gatlo ciklopiazonsav (20 uM) viszont az EHNA jelenléte ellenére
sem befolyasolta az Ado E/[A] gorbe lefutasat (9. abra).
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Inhibitor S kezelt T4 kezelt
Az inhibitor beadasa

elétt utan elétt utan
DP
Emax 89 + 1 90 + 1 75+7° 84 +2
pD, 496+0.07  6.45+0.08 408+0.21* 537+0.12°
n 9 9 5 5
NBTI
Emax 91 + 1 87 +2 82+1° 83+ 1
pD, 503+0.07 6.94+0.1° 409+012% 596+0.13°
n 5 5 5 5
EHNA
Emax 89 +2 96 +2° 75+2° 95+ 4°
pD, 4914007 548+0.06° 4.35+0.04° 5.07+0.03°
n 6 6 3 3
CF
Emax 91 + 1 93 +2 82+4° 93+1°
pD, 488+015  522+0.04° 3.89+0.06° 4.87+0.06°
n 6 6 5 5

3. tablazat. A NT és az ADA inhibitorainak hatasa Ado E/[A] gorbék paramétereire oldészer (S)

illetve tiroxin (T4) kezelt tengerimalacok izolalt bal pitvaran (szamtani k6zép + SEM). * P < 0.05 a

megfelelé S kezelésli értékkel valé 6sszehasonlitasban (az inhibitor beadasa elétt); ®P <0.05az

inhibitor beadasa el6tti dnkontrollal 6sszehasonlitva.

4. tablazat. /In vivo S és T, kezelt pitvarokon az in vitro
kezelés el6tt és utan felvett Ado E/[A] gorbék

,potency” aranya. ,Potency” arany = ECsoeistiy/ ECso(utan)

= potencyyuny/potencyes. Az S és T, kezelt

alcsoportok kozotti kildonbség szignifikancia-szintjét a

S kezelt T4 kezelt

pitvarok pitvarok
DP 39 (x11) 40 (£17)
NBTI 87 (£15) 76 (£7)
EHNA 3(x0.4) 5(x0.4)*
CF 2 (x0.2) 10 (1.5) *

T, kezelt pitvaroknal jeloltik.
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8. dbra. Az Ado-ra adott negativ inotrop valasz médosulasa in vitro DP (A), NBTI (B), EHNA (C) és
CF (D) kezelés hatasara tengerimalac pitvarokon. Az x tengelyen az Ado koncentracié tizes alapu
logaritmusat vettiik fel, az y tengelyen pedig a kiindulasi kontrakcios erd szazalékos cstkkenését.
A vilagos szimbolumok in vivo S, a sétét szimbolumok pedig in vivo T, kezelést jeleznek. A
négyzetek az elsd, kontroll Ado E/[A] gorbéket mutatjak, a haromszogek a fentebb részletezett
anyagok jelenlétében felvett masodik Ado E/[A] gorbét (szamtani k6zép + SEM).
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9. dbra. Az Ado-ra adott negativ inotrop valasz médosulasa kantaridin (A, B, C) és ciklopiazonsav
(D) hatasara a pitvarokon. Az x tengelyen az Ado-szint tizes alapu logaritmusat vettiik fel, az y
tengelyen pedig a kiindulasi kontrakciés er6 szazalékos cstkkenését. A vilagos szimbdlumok in
vivo oldoszerkezelést, a s6tét szimbdlumok in vivo tiroxin kezelést jeleznek. A négyzetek a
kantaridin illetve a ciklopiazonsav hianyat, a haromszdogek pedig jelenlétét mutatjak (szamtani
kozép + SEM). A B, C és D paneleken mutatott E/[A] gorbéknél EHNA minden esetben jelen volt.
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3.4 A tiroxin kezelés befolyasa a cGMP-stimulalt 3’,5’-ciklikus

nukleotid foszfodiészteraz (PDE;) gatlasanak hatasara

Az NBTI és az EHNA szignifikansan csdkkentette mind az eu-, mind a
hyperthyreoid pitvarok kontrakcios

erejét. Az NBTI altal okozott csOkkenés

100- hasonlé mértéki volt a thyreoid
statusztél fuggetlenil. EHNA esetében
u a negativ inotrop hatas mérsékeltebb
757 * volt, mint az NBTI kapcsan tapasztalt, a
hyperthyreoid preparatumok pedig
50- T jobban megdrizték kiindulasi

kontrakcids erejuket, mint az

euthyreoidok (10. abra).
254

10. abra. Az in vitro kezelés hatasa in vivo S
(vildagos oszlop) és T, (sotét oszlop) kezelés
0 bal pitvarok kontrakcios erejére (+ SEM). Az
Kontroll NBTI EHNA azonos in vitro kezelés( alcsoportok kozott
n=11(S) n=12(S) n=6 (S) kf'jl('inbségek szignifikancia-szintje fel van
n=10 (T4) n=8(T,) n=7(T,)  tntetve.

az in vitro kezelés végére (%)

A nyugalmi kontrakcids erd csOkkenése

A CPA negativ inotrop hatékonysagat a T4 kezelés szignifikansan
csOkkentette (a hyperthyreoid kontroll CPA E/[A] gérbe Emax-a kisebb, ECso-e
pedig nagyobb volt, mint az euthyreoid kontroll CPA E/[A] gorbe megfeleld
paraméterei). Az NBTIl-vel valo inkubacié szintén szignifikdnsan csokkentette a
CPA-ra adott valaszt mind az S, mind a T4 kezelt csoporton belll. Az euthyreoid
pitvarokon a CPA hatasa a kontroll és az EHNA kezelt alcsoportokban alig
kllonbozott egymastol, a hyperthyreoid pitvarokon viszont az EHNA kezelés
szignifikansan fokozta a CPA hatasat a kontroll alcsoporthoz képest (11. abra).

Az ECs5g szintjén szignifikans interakcié mutatkozott az EHNA és a Ty
kezelés kozott, mutatvan, hogy hatasaik kulonleges mdédon 6sszegzddnek a

pitvarokon.

39



100 7 100 7

~
()
!

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

O T T T 1
-9 -8 -7 -6 -5

log[CPA] log[CPA]

11. abra. Az in vitro kezelés hatasa S (A; vildgos szimbélumok) és T, (B; s6tét szimbdlumok)
kezelt bal pitvarok CPA-val szembeni érzékenységre. Az x tengelyen a CPA koncentracio tizes
alapu logaritmusat tlintettiik fel, az y tengelyen pedig a kiindulasi kontrakcios eré szazalékos
csokkenését. A négyzetek mutatjak a kontroll alcsoportokat, a rombuszok az NBTI kezelt, a
haromszdgek pedig az EHNA kezelt alcsoportokat (szamtani kézép £ SEM).

3.5 Koncentraciobecslés regressziéanalizissel

3.5.1 A regresszios fuggvény

Ha egy bioldgiai rendszerben egy agonistaval ugy veszunk fel E/[A] gorbét,
hogy a rendszerben mar indulaskor jelen van az adott agonista egy cx # 0
koncentracidja, a kiértékelés soran figyelembe kell venni a ¢, -et mind a kiindulasi
allapot, mind a E/[A] gbrbe egyes ddzisaira adott valaszok létrehozasaban. Ha a ¢
-et figyelmen kivul hagyjuk, akkor a kapott valaszok el fognak térni a korrekt
maodon szamithatoktol (illetve azoktol, amelyeket ¢, = 0 esetén kapnank). A valasz

torzulasa fugg a cx nagysagatdl, kdzottlik az alabbi kapcsolat all fent:
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ahol: ¢, a E/[A] gorbe felvételét megel6z6en mar a rendszerben 1évd
agonistakoncentracio; E’ a torzult valasz (a ¢, ignoralasaval szamitott hatas); c.; a
E/[A] gorbe felvétele soran bemért agonistakoncentracio; E,..., ECsyp és ny az intakt
(cr = 0) E/[A] gbrbének a Langmuir-Hill egyenlet illesztésével nyert paraméterei,
vagyis az intakt E/[A] kapcsolat leiroi.

Ha egy rendszer, amelynek ismerjuk az intakt E/[A] kapcsolatat egy adott
agonistaval, az adott agonistara megvaltozott valaszt ad, ennek egyik lehetséges
oka a receptorok (illetve a posztreceptoridlis jelatvitel) részleges elbzetes
aktivacidéja. Ebben az esetben, ha a fenti egyenletbe beirjuk az intakt E/[A]
kapcsolat paramétereit (Emax , ECs0, NH) €s az egyenletet a torzult E/[A] gorbe
pontjaira illesztjlk, regresszios paraméterként (cx) megkapjuk a E/[A] gorbe
agonistajanak azt a koncentraciojat, amelyik (el6zetesen bemérve) azonos (vagy
hasonld) modosulast képes létrehozni a E/[A] goérbében, mint amit tapasztaltunk. A
Cx akkor adja meg a konkrét torzitd koncentraciot, ha a torzulas oka ténylegesen a
E/[A] gorbe felvételéhez hasznalt agonista egy mar elézetesen is jelen |évd
koncentracidja. Ha a torzulast okozé anyag nem azonos a E/[A] gbrbe
agonistajaval, a c4 a E/[A] gorbe agonistajanak azt a koncentracidjat adja meg,
amelyik a torzitd koncentracioval ekvivalens a vizsgalt hatas szempontjabol. Mivel
a ¢, ebben az esetben is informativ mutatdja a torzité koncentracionak, a fenti

Osszefuggést a tovabbiakban ,koncentracio-meghatarozé” egyenletnek nevezzik.

3.5.2 A regresszids fliggvény levezetése

Tekintstiink egy nyugalmi allapotaban allandé nagysagu kontrakciokat
generald bioldgiai rendszert, valamint egy agonistat, amely specifikus receptorhoz
kotédve csokkenti az 6sszehuzodasok amplituddjat (kontrakcids erd). A rendszer
nyugalmi kontrakcios ereje (Fy) az agonista egy altalunk bemért ¢,
koncentracidjanak jelenlétében F,, lesz, amibdl a valaszt (E,;) meghatarozhatjuk,

mint a kiindulasi er6 szazalékos csokkenését:
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F,-F
E,=-2"%.100 [1.]

o)

Kifejezve az F,,-ot az [1.] egyenletbdl:

F, E
F . =F.—-E  -~0 _F .|1=-"ad [2.]
ad 0 ad 100 0 ( 100J

Vizsgaljuk meg azt az esetet, amikor a rendszer az adott agonista egy
ismeretlen koncentraciojat (c,) tartalmazza. Ha ekkor mérjik be a c,4-ot, torzult

valaszt (E’) kapunk, amelyet egy F, kiindulasi er6 és a c,, bemérése utan kialakult

Fx+qa) €10 alapjan szamolunk:

F - F 100F,
E' =% T0Fad) 1600_100—__ *tad) [3.]
F F

X X

Az F, és az F,.qq kifejezhetbk a ¢, és a (c,+cqqa) koncentraciok hatasaibol (E,

és E+qq)), @ahogy azt a [2.] egyenlet esetében lattuk:

F,—F F _an
E, ="°""%.100 Eraty R T
Fo és Fo : ezekbdl:
E E(x+ad)
F =F,-|1-—2 Foovury = Fo | 1= 4.] és [5.
. o(loojés (csa) 0( 100) [4.]¢s[5]

A [4.] és [5.] egyenletbdl az F, és F...q) beirhatok a [3.] egyenletbe:

E
100F°'(1_ (1;8@} 100~ E
E'=100-— 100 - “ltad) [6.]
E E,
Fo' 1_ X 1_
100 100
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Az E, és az E ... Kifejezhet6k a Langmuir-Hill egyenlet segitségével a
létrehozd koncentracidkbol /e, és (citcqq)/, valamint az adott agonista és receptora

kapcsolatat leiré paraméterekbdl:

n
C, (C +c d) .
E . =E ’ n, ny, E(x+ud) = EmaX ’ . n: n,
c,” +ECs; és (cx +cad) + ECs;

[7.] és [8.]

Mivel a c,-et és a c,,-0t ugyanazon agonista koncentracioinak tekintettik, a
[7.] és [8.] egyenletben szerepl E,..., ECsy és ny paramétereket azonosak. A [7.]
és [8.] egyenletbdl az E, és az E ... beirhatdk a [6.] egyenletbe, igy E’
visszavezethetd a bemért koncentraciora (c.s), valamint konstans paraméterekre

(Cx y Emax y ECSO y nH):

100— E (Cx + Cad )nH
=100 — g (cx +CHZH)HH + ECs) 9]

max X

100 " + ECY

max

Amennyiben ¢, = 0, akkor E’ = E , ha viszont ¢, > 0, akkor E’ < E. Ha az
E’lc.qa gorbéhez rendelkeziink a neki megfeleld E/c,; gorbe E,..., ECsy s ng
paramétereivel, vagyis az intakt E/[A] kapcsolat azonos korulmények kozott
meghatarozott jellemzéivel, ezeket beirhatjuk a [9.] egyenletbe. Ha ezutan a [9.]
egyenletet mint regresszids fuggvényt illesztjuk az E’ — ¢, pontokra, megkapjuk a
cx-et. Mivel a [9.] (,koncentracié-meghatarozd”) egyenlet nem tartalmazza a
levezetés kezdetén hasznalt rendszerspecifikus kontrakcios eréket, altalanos

Osszefuggéshez jutottunk (Gesztelyi és mtsai, 2004).
3.5.3 A regresszids fliggvény validalasa

A ,koncentracié-meghatarozo” egyenletet izolalt tengerimalac bal pitvaron
teszteltik. A meghatarozandé anyagok, CPA, MC és VERA ismert

koncentracidinak bemérése utan E/[A] gorbét vettunk fel az el6bb emlitett

szerekkel, majd a E/[A] gorbék pontjaira illesztettik az egyenletet, amely a E/[A]
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gorbe felvételéhez hasznalt szer intakt E/[A] gorbéjének Emax, ECso €s ny
paramétereit tartalmazta. Azok a becslések voltak a legpontosabbak, ahol CPA
dozisat kellett meghatarozni, kuldndsen az intakt CPA E/[A] gorbe ECso-éhez
(jelen vizsgalatunkban: 9.7 nM) kozel esé koncentraciok (3 nM, 10 nM) esetén (12.

abra; 5. tablazat).
100 100

754 I 3 3

/
/
/
7 /
/ J
A F
/ 2
! /
/ /
/ rd
. / Y,
/ /
7
-

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

% 4 /
M 1 O *:::—V_“‘,/Y ! T T 1
-9 -8 7 -6 -5 -9 -8 7 -6 -5
log[CPA] log[CPA]

12. abra. A E/[A] gorbék az A, receptor agonista CPA hatasat mutatjak izolalt, ingerelt
tengerimalac bal pitvarok négy csoportjanak kontrakciés erejére. Az x tengelyen a CPA
koncentracié tizes alapu logaritmusat dbrazoltuk, az y tengelyen pedig a kiindulasi kontrakcids eré
szazalékos csokkenését. Az azonos szimbdlumok az A és a B részben ugyanazokat az atlagokat
(szamtani k6zép + SEM) mutatjak. Az elsé csoport (m; n=12) képezte a kontrollt. A masodik (A;
n=4), a harmadik (#; n=5) és a negyedik ( ¥; n=5) csoporthoz az E/[A] gOrbe felvételét megel6z&en
3, 30 illetve 100 nM CPA-t mértiink be (a felsorolas sorrendjében). A rész: a folyamatos vonalak a
négy csoport adataira illesztett Langmuir-Hill egyenletet mutatjak. B rész: a szaggatott vonalak a
masodik, harmadik és negyedik csoport adataira illesztett ,koncentracié-meghataroz6” egyenletet
abrazoljak.

Figyelemreméltd pontossagot mutat, hogy a 30 nM CPA dozist becslé 27.1
nM cy szignifikdnsan kulonbozott a vart eértéktdl (5. tablazat). Ez a finom
alulbecslés feltehetéen a CPA kisfoku bomlasat mutatja a rendszerben.

Az elbzetesen bemért MC és VERA koncentraciokat a modszer jelentésen
alulbecstlte (5. tablazat). A MC koézepes mértéki bomlast mutatott a pitvarokban,

ami a E/[A] gorbe felvételét még nem befolyasolta érdemlegesen, az el6zetesen
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bemért (meghatarozandd) MC koncentraciét viszont igen. A VERA hatasa ezzel

szemben elhizodo volt, a dézisok hatasa 15 percen belll sem allt be teljesen.
A ,koncentracio-meghatarozé” egyenlet illeszkedése az adatpontokra

kevésbé volt szoros, mint a Langmuir-Hill egyenlet esetében. Az illesztés

pontossaga €s a koncentraciobecslés precizitasa kozott nem mutatkozott

Osszefuggés (12., 13. abra; 5. tablazat).

A modszer esetleges jovobeni hasznositasara nézve fontos megfigyelés,

hogy nem igényelte a meghatarozashoz hasznalt és a meghatarozando agonista

azonossagat, MC E/[A] gorbe segitségével hasonl6 pontossaggal sikerilt a CPA
100 nM-jat megbecsiulni, mint CPA E/[A] gorbével (13. abra; 5. tablazat).
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13. abra. A E/[A] gérbék a muszkarin receptor agonista MC negativ inotrop hatadsat mutatjak izolalt,
ingerelt tengerimalac bal pitvarok harom csoportjaban. Az x tengelyen a MC koncentracié tizes
alapu logaritmusat tlintettiik fel, az y tengelyen pedig a kiindulasi kontrakcids eré szazalékos
csokkenését. Az azonos szimbdlumok az A és a B részben ugyanazokat az atlagokat (szamtani
k6zép + SEM) mutatjak. Az elsd csoport (m; n=5) volt a kontrollt. A masodik (¢; n=3) és a harmadik
(A; n=9) csoporthoz az E/[A] gbrbe felvételét megel6zéen 200 nM MC-t illetve 100 nM CPA-t
mértink be (a felsorolas sorrendjében). A rész: a folyamatos vonalak a harom csoport adataira
illesztett Langmuir-Hill egyenletet mutatjak. B rész: a szaggatott vonalak a masodik és harmadik

csoport adataira illesztett ,koncentracio-meghatarozé” egyenletet abrazoljak.
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A 3nMCPA 30nMCPA 100 nM CPA
(n=4) (n=5) (n=5)
106.4
¢ CPA(NM)  52(x1) 271 £10.8) (£20.3)
B 200 nM MC 100 nM CPA
(n=3) (n=9)
¢ MC (nM)  76.6 (+17.6) 691.8 (¢84.7)
* /93.5 nM (+17.6) CPA /
C 300 nM VERA
(n=4)
cx VERA (nM)  47.3 (+18.5)

*k%x
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5. tablazat. A ,koncentracio-
meghatarozo” egyenlet illesztésével
kapott becslések a CPA-val (A), MC-
nal (B) és VERA-Ial (C) felvett E/[A]
gorbék esetében. Felll az el6zetesen
bemért koncentracio, alatta pedig a ra
vonatkozo becslés (c,) van feltlintetve.
A B panel utols6 oszlopaban két
becslés van: az egyik MC szint (cy), a
masik az ugyanakkora inotrop hatast
kifejt6 CPA koncentracio (amit a c,-bél
szamoltunk a Langmuir-Hill
egyenlettel). A becslések alatt jeleztik
eltérésuk szignifikancia-szintjét a
bemért koncentracioktol.



4. Megbeszélés

4.1 Az extracellularis és intracellularis adenozin kotéhelyek
aktivalhatésaganak valtozasa tiroxin kezelt tengerimalacok

pitvaran

Ismeretes, hogy a T4 kezelés mélyrehatd valtozasokat idéz el6 a szervezet
kldnbdz6 receptoraiban. Ennek a regulacidénak klasszikus példaja az a sajatos
hatas, amely az adrenerg a- és B-receptorok szintjén jatszodik le. A
hyperthyreosis az a-adrenerg receptorok denzitasat csokkenti, mig a f-adrenerg
receptorsiriseéget jelentés modon fokozza (Kunos, 1977). Ez a klasszikus nézet
az utdbbi években csupan annyit valtozott, hogy bizonyos altipus szelektivitast
mutattak ki. T4 kezelt patkanyokban az aa és a4 receptorszam csokkenése
mellett az a.1p receptorszam fokozodasat irtak le (Han és mtsai, 1995). Hasonl6 a
helyzet a 3-adrenerg receptorok vonatkozasaban is. Itt is differencialt
szabalyozasrol van szo, miszerint a T4 kezelés soran a [341- receptorok
upregulacioja kovetkezik be, mig a B,-receptorok szama nem valtozik vagy éppen
csokken (O’'Donnel és Wanstall, 1986).

Mindemellett kimutattak, hogy T4 fokozott jelenléte csdkkenti a myocardialis
muszkarin receptorok szamat (Ishac és Pennefather, 1983), fokozza a szerotonin
és a tromboxan altal kivaltott vascularis kontrakcidkat.

Nagyon kevés irodalmi adat all rendelkezéslnkre abban a vonatkozasban,
hogy miként befolyasolja a T, tartds jelenléte a cardiovascularis Ado receptorokat.
Voltak olyan korabbi jelzések, hogy a hypothyreosis erdsiti az Ado altal izolalt
zsirsejt AC-ra kifejtett gatld hatasat (Malbon és mtsai, 1985). A szivizom és az ér
simaizom Ado receptorait illetéen is csak szerény mennyiségl irodalmi adatra
tamaszkodhatunk (Szentmiklosi és mtsai, 1992; Kaasik és mtsai, 1994).

A disszertaciéban részletezett kisérletek soran megallapitottuk, hogy a T4
kezelés a cardiovascularis Ado receptor valaszokat jelentdsen modositja. Pitvaron
az Ado altal 1étrejové kardiodepresszio jelentéen mérséklédik. Hasonld jelenséget

figyeltink meg a membran Ado transzporterek és az intracellularisan ADA
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szubsztratjait nem képez6 szintetikus Ado analégok esetében is (CPA, ClIAdo, R-
PIA, NECA).

Mivel a kisérleteinkben alkalmazott tengerimalac pitvarizomzat tipikusan A
receptorokat hordozé szdvet, a szintetikus Ado analégokkal kapott eredmények
alapjan feltételezhetd, hogy a hatasok — legalabbis részben — ezen receptorok
szintjén manifesztalédnak.

A tartosan jelenlévé thyreoid hormonok mennyisége és a myocardialis A
receptorok valaszkészsége kdzott forditott 6sszeflggés van, ami megnyilvanul az
A1 receptor agonistak hyperthyreosisban tapasztalt csokkent negativ inotrop
hatasaban is (Szentmikldsi és mtsai, 1992; Kaasik és mtsai, 1994). A jelenség
mechanizmusat a szamos vizsgalat ellenére még nem minden részletében
ismerjuk. Azt viszont tudjuk, hogy az A receptorok jelatvitelének tdbb szerepldjét
is befolyasoljak a thyreoid hormonok.

Az A1 receptorok szama valtozatlan marad (Bumgarner és mtsai, 1989)
vagy emelkedik T3 és T4 tartos jelenlétében (EI-Ani és mtsai, 1994; Kaasik és
mtsai, 1994), igy a negativ inotrop hatas csokkenése nem magyarazhato az Ado
receptor-denzitasban beallt valtozassal. Ismereteink szerint egy kézlemény
szamol be az Ado receptorszam csdkkenésrél (Rapiejko és mtsai, 1987), de
ahogy azt Bumgarner és mtsai (1989) kifejtették, ebben a vizsgalatban agonistat
hasznaltak a ligandkotési assay-hez, ami miatt eredményuket kritikaval kell
fogadni, mivel az agonista assay csak az aktudlisan G-proteinhez kétédott A,
receptorokat mutatja ki, a disszocialt allapotban lIév6ket nem. Nem tapasztaltak az
A1 receptor ligandjaival szembeni affinitdsaban sem valtozast hyperthyreosisban
(El-Ani és mtsai, 1994), és a fent emlitett vizsgalatok egyike sem talalt a G-

Az Ado pitvarizomzaton nemcsak extracellularis A4 receptorokon fejti ki
kardiodepressziv hatasat, hanem aktivalja az intracellularis, az AC bels6
felszinére lokalizalédd P-kotéhelyeket is, ezért megkulonboztetett figyelemmel
vizsgaltuk, hogy ezen kotéhelyek esetleges modulacidja vajon szerepet jatszik-e a
T4 hatasaban az adenozinerg szignalizaciéra. Ismeretes, hogy a CF az
intracellularis ADA specifikus gatldszere, ezért ezt a vegyuletet, ill. a nem-
specifikus ADA gatlo EHNA-t alkalmaztuk kisérleteinkben az intracellularis Ado
enzimatikus bomlasanak megakadalyozasara. Irodalmi adatok alapjan bizonyitott,

hogy — ellentétben a nyullal (Schrader és West, 1990) és a patkannyal (Meghji és
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mtsai, 1988) — a tengerimalac pitvari izomrostok azzal az egyedulallé
sajatossaggal rendelkeznek, hogy nem tartalmaznak extracellularis ADA-t (Schutz
és mtsai, 1981). EbbdI kifolyélag az ADA specifikus gatlészerrel torténé bénitasa
els6édlegesen az intracellularis Ado koncentraciojat kell, hogy fokozza.
Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az S kezelt pitvarokhoz képest a T4 kezelt
allatokbdl szarmazé pitvaroknal az Ado hatasanak erételjesebb fokozédasa
kovetkezik be az ADA gatlasa utan. Ez a jelenség felvetette azt, hogy (1.) a T4
kezelés esetleg fokozza a szivizomrostokban az ADA aktivitasat, amelynek
kovetkeztében az Ado intracellularis komponense gyakorlatilag teljesen
megszinik, (2.) a masik lehetéség, hogy a P-site-ok szamanak ndvekedése vagy
azok érzékenységének fokozodasa kovetkezik be. Ez a jelenség feltehet6en csak
az ADA aktivitas teljes gatlasa utan manifesztalddik. A jelenség specifikusabb
megkozelitése érdekében kisérleteket végeztink két szelektiv P-site agonistaval,
DAdo-val és ARA-A-val, amelyek extracellularis hatasokat nem fejtenek ki. Azt
tapasztaltuk, hogy a vegyuletek negativ inotrop hatasa T4 kezelés utan jelent6sen
mérséklodik, s6t a DAdo esetében a klasszikus farmakolégiaban "Umkehr"-
effektusként ismert jelenséghez hasonléan inverz kontraktlitasfokozddas fejlédik
ki. CF hatasara a szelektiv P-k6t6hely aktivatorra adott fiziologias valasz
jelentésen fokozodik, de ez a potencialas dramai méreteket 6lt, ha a kisérleteket
T4 kezelt tengerimalacokbdl szarmazo pitvari munkaizomzaton végezzuk.
Mindezek alapjan feltételezhet6, hogy az altalunk felvetett mindkét lehetéség
fennallhat, tehat a fokozott ADA aktivitas mellett egy P-site upregulacioval is
szamolnunk kell.

Figyelemreméltonak tartjuk azt a megfigyelésuinket, hogy az extracellularis
receptorhatasok és az intracellularis P-site effektusok k6zott érdekes 6sszefliggés
all fenn. Ez az 6sszefliggés abban all, hogy amennyiben az Ado hatasat vizsgaltuk
ADA gatl6 CF jelenlétében, akkor fiziologias korulmények kozott a pD, értekek
alapjan 2-szeres hatasfokozodast kaptunk. Amennyiben az extracellularis
hatasokat 8-PT-vel gatoltuk, akkor ez a hatasfokozddas 7-szeres volt.
Feltételezhetd, hogy az extracellularis Ado receptorok és az intracellularis P-site
kOzott negativ jellegl funkcionalis kdlcsOnhatas all fenn.

Jelen kisérleteink alapjan még nem dontheték el, hogy mi lehet a szerepe
hyperthyreosisban az intracellularis P-site viselkedésének. Ami kiemelendd, az az,

hogy T, kezelés utan, befolyasolatlan ADA aktivitas mellett, a P-site
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erzékenységet jelz6 P-site agonista hatasok redukaldédnak, de az ADA gatlasa
utan jelentésen fokozddnak. Mivel kimutatott, hogy bizonyos patologias
korulmények kozott (pl. hypoxia) az intracellularis ADA aktivitas jelentésen
lecsOkken (Szentmikldsi és mtsai, 1982), feltételezzik, hogy ennek a jelenségnek

a T4 hatas finomabb regulaciojaban komoly jelentésége lehet.

4.2 A nukleozid transzport és az adenozin dezaminaz gatlasa altal

létrehozott valtozasok elemzése hyperthyreoid pitvaron

Fiziologiasan a NT a sziv sejtjein, beleértve a cardiomyocytakat is, az
intracellularis tér felé iranyul (Deussen, 200a, b). Ezzel 6sszhangban a NT
blokadja noveli a szdveti Ado-szintet és ezaltal erésiti az Ado kardioprotektiv
hatasat (De Jong és mtsai, 2000; Keeling és mtsai, 2000). Ismert tovabba, hogy
az Ado-t bonté ADA gatlasa szintén fokozza az endogén Ado hatasait (Keeling és
mtsai, 2000), mivel mérsékli az Ado eliminacidjat. Mindkét mddszer potencirozza
az exogén Ado hatasat is (Szentmikldsi és mtsai, 1982). A NT gatlassal és az
ADA bénitasaval elért hatasfokozdédas azonban a hasonlésag ellenére nem
teljesen egyforma.

Ebben a vizsgalatunkban a NT és az ADA gatlasanak az Ado negativ
inotropidjara kifejtett hatasat hasonlitottuk dssze S és T, kezelt tengerimalac
pitvarokon. Az alkalmazott két NT blokkold, a kevésbé szelektiv DP és az ENT1
transzporterekre nagy szelektivitasu NBTI egyarant hatékonyan csokkentette az
Ado E/[A] gorbe ECsp-ét (8. abra), a maximalis hatast (Emax) azonban nem
befolyasoltak szignifikansan.

Az ADA két gatloja, a kevésbé szelektiv (PDE; inhibitor mellékhatassal
biré) EHNA és az igen szelektiv CF kisebb balratolédast okoztak az Ado E/[A]
gorbéjében, mint a NT blokkerek. Ezt az okozta, hogy az EHNA és a CF
csOkkentették az exogén Ado eliminacidjat, de kisebb mértékben, mint az NT
blokkoldk. Az ADA gatlok hatasukat tekintve ugyanakkor két egyedi vonast
mutattak a NT gatlokkal 6sszehasonlitva: (1.) novelték az Ado E/[A] gorbék Emax-
at; (2.) érzékenyek voltak a thyreoid statuszra. Ez azt jelenti, hogy a T4 kezelt
pitvarokon erételjesebben csokkentették az ECso-et (4. tablazat) és nagyobb

mértékben novelték az Enax-ot, mint az S kezelteken (8. abra).
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A kulénbség létrehozasaban fontos szerepe lehet annak, hogy mig az NT
blokkol6k az [Ado]isr-t ndvelik és ugyanazon mechanizmus révén az intracellularis
Ado koncentraciot csokkentik, addig az ADA gatloi kdzvetlenul az intracellularis
Ado szintjét novelik, és csak ezaltal emelik az [Ado]ise-t. Mindez arra utal, hogy
gatlasa révén) illetve csak az [Ado]isr nOvekedése (NT gatlas altal) részben eltérd
mechanizmussal fejti ki hatasat az adenozinerg mechanizmusokra. Ezt a
feltételezést tdmogatja, hogy a tobblet T4 altal megvaltoztatott kornyezet az ADA
gatlok hatasat modositotta nagyobb mértékben. Feltételezéslinket tamasztja ala
azon eredményunk is, hogy aktiv ADA mellett a foszfataz gatld kantaridin alig
gatolta az Ado negativ inotrop hatasat (noha az részben foszfatazok altal
medialodik; 2. abra), mig funkcionalisan eliminalt ADA esetében ez a gatlas
latvanyossa valt, kildnésen hyperthyreoid allapotban (9. abra). Mivel a SERCA
gatloja, a ciklopiazonsav nem befolyasolta az Ado-ra adott inotrop valaszt, a
SERCA-PLB rendszernek mint molekularis effektornak feltehetben nincs jelentés
szerepe tengerimalac bal pitvaron az adenozinerg valaszban és az ADA gatlok
okozta, jelen vizsgalatban megfigyelt valtozasokban sem.

Mindezek az eredményeink jol korrelalnak a thyreoid status valtozasa soran
nyert biokémiai vonatkozasu irodalmi adatokkal, megvilagitva az Ado jelatviteli
rendszerének Osszetettségét.

Az AC szintjének illetve aktivitasanak valtozasa ellentmondasos. Pracyk és
Slotkin (1991) hyperthyreoid patkanyban B-receptoraktivacié soran fokozott
szignaltranszdukciorol tesznek emlitést, amelyben az AC is érintett, masok csak a
tendenciat talaltak hasonlonak, de szignifikans eltérés nélkul (EI-Ani és mtsai,
1994). Bumgarner és mtsai (1989) patkany zsirsejteken az AC csokkent
mikodését tapasztaltak hyperthyreoid allapotban az A4 receptor — AC rendszer
vizsgélata soran. Ujabb eredmények szerint hyperthyreota patkéany szivében az
AC mennyisége nem, de aktivitasa csokken, ennek kdvetkeztében a nagyobb 3-
receptorszam ellenére a B-receptor agonistak hatdsa nem valtozik Iényegesen
(Ojamaa és mtsai, 2000b).

A thyreoid hormonok novelik a SERCA mennyiségét és funkcidjat,
ugyanakkor csokkentik a mennyiségét és a hatékonysagat a SERCA gatlo
regulatoranak, a PLB-nak (Arai és mtsai, 1991; Kiss és mtsai, 1994; Ojamaa és

mtsai, 2000a). Ez pitvarra és kamrara egyarant jellemzd, de eltéré mértékben
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(Kaasik és mtsai, 1997a; Seppet és mtsai, 1998; Shenoy és mtsai, 2001). A
SERCA pitvaron és kamran kdzel hasonl6 mennyiségben van jelen, de extra Ts
illetve T4 hatasara a pitvaron lényegesen nagyobb az expresszio fokozédasa, mint
kamran. Euthyreota pitvaron a PLB a kamrahoz képest joval kisebb mennyiségben
fordul el6, hyperthyreoidda valva viszont a csdkkenés hasonlo az egész szivben.
Shenoy és mtsai (2001) vizsgalataban a SERCA/PLB arany patkany pitvaron 1.9-
rél 5.4-re nétt, mig kamran csak 0.3-rél 0.4-re. Erdekes, hogy mig a kontraktilitasi
és relaxaciés paraméterek (+dT/dt, -dT/dt) ennek a trendnek megfeleléen
valtoztak (Kaasik és mtsai, 1997a; Shenoy és mtsai, 2001), a kontrakciés erd
amplituddja csak kamran nétt, pitvaron valtozatlan maradt (Kaasik és mtsai,
1997a). A SERCA/PLB arany novekedése pozitiv inotrop és lusitrop hatasu, de a
B-adrenerg stimulaciéra adhat6 valasz csokkenését vonja maga utan (Kaasik és
mtsai, 1997b). Ennek az az oka, hogy a cAMP-fligg6 szabalyozasi utak a PLB-on
keresztul hatnak a SERCA-ra, a PLB mennyiségének thyreoid hormon-figgé
csokkenése pedig ezt a kaput szlkiti. Ez az A1 receptor jelatvitelének egyik
utvonalat is érinti (2. abra), ami feltehetbéen hozzajarul az A receptor agonistak
csOkkent hatasahoz hyperthyreoid sziven. Ennek a mechanizmusnak azonban
pitvaron nincs jelentds szerepe, mert a pitvar PLB tartalma mind euthyreoid, mind
hyperthyreoid allapotban jéval kisebb a kamraénal (Shenoy és mtsai, 2001), ami
miatt az Ado pitvari hatdsaban (kulondsen a direkt hatasban) a SERCA — PLB
komplex kis sullyal szerepel.

Hyperthyreoid allapotban né a szarkolemmalis L-tipust Ca®* aram is
(Rubinstein és Binah 1989; Mager és mtsai, 1992; Kreuzberg és mtsai, 2000),
melynek hatterében egyes szerzdk az Lc, denzitdsanak novekedését talaltak
(Kreuzberg és mtsai, 2000), mig masok az Lc, csokkenését (Seppet és mtsai,
1993; Gatzsche, 1994). A T; és T4 fokozzak a ryanodine receptor expresszidjat is,
tovabb névelve az SR Ca®* forgalmat (Arai és mtsai, 1991). Cernohorsky és mtsai
(1998) szerint a Na* — Ca®* cserél6 és a Na*/K*-ATP-az funkcidja nem modosul
lényegesen, Shenoy és mtsai (2001) pedig a Na* — Ca** cserél6/SERCA arany
kisfoku csdkkenését talaltak pitvaron és kamran is. Mindez az SR részvételének
thyreoid hormon-fiiggd névekedését mutatja a Ca?* tranziens létrehozasaban.
Osszefoglalasul elmondhatd, hogy a Ca?* homeosztazis fehérjéinek tobbsége

k6zds célpontja sziven a thyreoid hormonoknak és az Ado-nak.
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Megemlitheté még, hogy kamran a thyreoid hormonok B tipusu miozin
nehézlanc (B-MHC) helyett az a-MHC expressziojat serkentik, mig pitvaron a
thyreoid statusztol fuggetlentl a-MHC fordul elé (Bottinelli és mtsai, 1995). Az a
izoforma mennyisége azonban pozitiv korrelaciét mutat a thyreoid hormonok
szintjével pitvaron és kamran egyarant (Shenoy és mtsai, 2001).

A hyperthyreoid allapot noveli a NT kapacitasat neuroectodermalis eredeti
sejteken (Fideu és Miras-Portugal, 1992; Fideu és mtsai, 1994) csakugy, mint
cardiomyocytakon (Smolenski és mtsai, 1995). A nagyobb transzportkapacitas
csOkkenti az exogén és (fizioldgias korilmények kézott) az endogén Ado
kapcsolddasi esélyét az extracellularis Ado receptorhoz, ami a hatékonysag
csokkenésében nyilvanul meg. A NT valtozasa befolyasolja mindazon exogén Ado
receptor agonista hatékonysagat is, amelyek transzportalédnak és amelyeket az
intracellularis enzimek at tudnak alakitani, ezekre nézve ugyanis mindig
koncentracié-gradiens fog fonnallni a sejtmembran két oldalan (amig a beadott
mennyiség el nem fogy). Mivel kisérleteink szerint a relative stabil Ado receptor
agonistak hatékonysaga is csokken hyperthyreosisban, a fokozott NT kapacitas
csak részben lehet felel6s a jelenségért.

Az Ado (és az enzimatikusan hozzaférhet6 analégok) hatékonysaga
csOkkenhet az Ado-t eliminalé enzimek fokozott aktivitasa esetén is. Smolenski és
mtsai (1995) az Ado kinaz (az intracellularis Ado f6 eliminaldja) aktivitasanak
ndvekedését tapasztaltak, bar az ADA (tengerimalacban kizarélag intracellularis
el6fordulasu Ado-bontd enzim) aktivitasanak csokkenésével egyutt. Tekintettel a
relative stabil analogok viselkedésére, a fokozott intracellularis eliminacio (sem
onmagaban, sem a nagyobb NT kapacitassal egyutt) nem lehet kizarélagos oka
az A4 receptor agonistak csdkkent hatasanak hyperthyreosisban.

Mas Ado-t metabolizalé enzim is érzékeny a thyreoid hormonszintre,
Smolenski és mtsai (1995) az ekto-5'-nukleotidaz (az extracellularis Ado-termelés
kulcsenzime) aktivitasanak csokkenésérél szamoltak be, amely szerintik (az Ado
kinaz fokozott mikodésével egyutt) a hyperthyreoid myocardiumon [Ado]sr
csokkenést okozna. Ujabb eredmények ezt nem erésitették meg, Wink és mtsai
(2003) glioma sejtvonalon, Carneiro-Ramos és mtsai (2004) pedig patkany
cardiomyocytakon az ekto-5-nukleotidaz aktivitasanak ndvekedését irtak le Ts
kezelés utan, melynek hatterében az enzim mRNS-ének fokozott transzkripcidjat

merték Ki.
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Mint a fentiekbdl is kitlinik, a hyperthyreosis és az Ado jelatviteli
rendszerének viszonya — a kulon-kulon rendelkezésre allé nagyszamu irodalmi
adat ellenére — meglehet6sen komplexnek tlinik. Ezen belul kulon figyelmet
érdemelnek azok a folyamatok, amelyeket az intracellularis Ado koncentracié

valtozasai soran beindult biokémiai utak aktivalédasa jellemez.

4.3 A PDE, gatlasanak médosult hatasa hyperthyreoid pitvaron

Az NBTI és az EHNA az 50 perces inkubacié alatt egyarant szignifikansan
csOkkentette az eu- és a hyperthyreoid pitvarok kontrakcids erejét (10. abra). Ezt a
szoveti Ado-szint megnovekedésével magyarazhatjuk, ugyanis mind a NT, mind
az ADA gatlasa noveli a [Ado]isr-t, ami a sejtfelszini A receptoron keresztul
pitvaron erételjes negativ inotropiat medial (Shryock és Belardinelli, 1997). Az
NBTI altal létrehozott kontrakcios er6 csokkenés nem kulonb6zott az eu- és a
hyperthyreoid preparatumokon. Mivel az Ado-nal szembeni valaszkészség kisebb
hyperthyreosisban (Szentmikldsi és mtsai, 1992; Kaasik és mtsai, 1994), ez
nagyobb Ado felhalmozddast jelez a T4 kezelt pitvarokon NT gatlas hatasara, ami
viszont fokozott inward Ado fluxusra utal hyperthyreoid allapotban. Ezzel szemben
EHNA jelenlétében a hyperthyreoid pitvarok kontrakcios ereje kevesebbet
csOkkent, aminek tobbféle magyarazata is lehet (kisebb ADA aktivitas, nagyobb
PDE; aktivitas), ezért tovabbi adatokra volt szlikség.

Elkertlend6 az inkubaldszer hatasat a E/[A] gorbe felvételéhez hasznalt
exogén A, receptor agonistara, a relative stabil CPA-val vettuk fel a E/[A] gorbét
az in vitro kezelés utan. A CPA nem bomlik a cardiomyocytakban, ezért sem az
NBTI, sem az EHNA nem befolyasolja érdemben a koncentraciojat. Az NBTI
erbteljesen csokkentette a CPA-ra adott valaszt mind az S, mind a T4 kezelt
pitvarokon (11. abra). A CPA csokkent hatasa azzal fligg dssze, hogy az NT
blokad kovetkezteben megemelkedett az [Ado]isr, ami még az in vitro kezelés
ideje alatt stimulalta az A1 receptorokat, amit a kontrakcios eré csokkenése is jelez
(10. &bra). Ennek kovetkeztében az A receptorok negativ inotrop kapacitasanak
egy része ,elhasznalédott” a késébbi CPA E/[A] gbrbe szempontjabdl, vagyis a
CPA kisebb hatasunak mutatkozott (ezt a jelenséget fejezi ki egzakt formaban a

.koncentracié-meghatarozo” egyenlet; Id.: Eredmények). Mindez nincs
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ellentmondasban az NBTI-nek az Ado E/[A] gbérbéjére gyakorolt ellentétes
(potencirozod) hatasaval, az el6z6ekben ismertetett a kisérleti elrendezésben
ugyanis az endogen Ado akkumulacidjanak (illetve az Ado jelatviteli hatékonysaga
valtozasanak) kovetkezményeit teljesen elfedte az exogén Ado megkimélédése és
ezért fokozott hatasa, a jelen elrendezésben viszont csak az endogén Ado
koncentracidjanak illetve az Ado jelatviteli hatékonysaganak valtozasa modositotta
az exogeén agonista CPA hatasat. A T4 kezelt pitvarokon kifejezettebb volt a CPA
hatasanak visszaszorulasa (11. abra), ami megerdsiti korabbi feltételezésunket a
hyperthyreoid allapot fokozott cardialis NT-jardl, melynek gatlasa nagyobb [Ado]isk
novekedést képes okozni.

EHNA jelenlétében azonban az S kezelt pitvarokon megtartott, a T4
kezelteken pedig egyenesen potencirozott CPA valaszkészséggel talalkoztunk
(11. &bra). Ez utdbbi megfigyelés a kevésbé csokkent inotropiaval egyutt (10.
abra) arra mutat, hogy az EHNA hatasat nem lehet kizarélag (vagy dontéen) az
[Ado]ise valtozasara visszavezetni, mint az NBTI-ét. Az EHNA kezelt pitvarok
hyperthyreosisban tapasztalt fokozott CPA-érzékenysége alapjan elvethetjuk azt a
felvetést is, hogy az eleve csokkent ADA aktivitas magyarazna az EHNA kisebb
negativ inotrop hatasat a T4 kezelt pitvarokon. Az EHNA és az NBTI hatasaban
tapasztalt kulonbségeket az EHNA két, az NBTI-re nem jellemzd tulajdonsaga
okozhatja: (1.) az intracellularis Ado-szintet is ndveli, mivel az ADA
tengerimalacban csak sejten belll fordul el (Schutz és mtsai, 1981); (2.) szelektiv
PDE; gatlo hatasa is van (a PDE-okon bellil).

Az EHNA elséként emlitett sajatossaga feltehetéen hozzajarul az A4
receptorfunkcié hatdsossaganak noveléséhez. Egy a jelen értekezésben nem
részletezett, de a most targyalt vizsgalathoz hasonlé metodikaval lefolytatott
kisérletinkben az EHNA-t 2’-deoxycoformycinnel (Pentostatin; DCF), egy igen
szelektiv ADA gatloval hasonlitottuk 6ssze, mely utébbinak nincs befolyasa a
PDE-ok altal medialt folyamatokra (Rivet-Bastide és mtsai, 1997). Mindkét szer
fokozta CPA-ra adott valaszt, euthyreoid pitvaron csak jelzett formaban,
hyperthyreoid preparatumon viszont szignifikansan (14. abra). Az EHNA ebben az
0sszehasonlitasban hatékonyabbnak bizonyult, mint a DCF (kulonosen az Eqax
novelése terén), tehat az A receptor altal hasznalt jelatvitel hatékonysaganak
ndvekedése nem magyarazhato pusztan az ADA gatlasa miatt megemelkedett

intracellularis Ado koncentraciéval (nem kdzolt eredmények).

55



100- 100+

A B Yo A
Q 9 ,/j,;—;;;:::’i
e 75_ 2 75_ /,"// ) P
3 8 §
© © Vs
Q Q / E
£ 50 S 50-
o o /7
£ £
= =
g g
% 25_ % 25_ | T4 Co
/4 A SEH A T,EH
%/ ¢ SDCF I * T,DCF
0§::":-“— T T T T 1 0 I*-"‘ T T T T 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -10 9 -8 -7 -6 -5
log[CPA] log[CPA]

14. abra. Az in vitro kezelés hatasa euthyreoid (A) és hyperthyreoid (B) bal pitvarok CPA-val
szembeni érzékenységre. Az x tengelyen a CPA koncentracié tizes alapu logaritmusat abrazoltuk,
az y tengelyen pedig a kiindulasi kontrakcios er szazalékos csdkkenését. A szimbolumok
szamtani kozepet (+ SEM) mutatnak. A vilagos szimbdlumok az oldészerkezelt, a s6tét
szimbolumok a T,kezelt pitvarokat jelentenek. A négyzetek mutatjak a kontroll alcsoportokat, a
rombuszok a DCF kezelt, a haromszdgek pedig az EHNA kezelt alcsoportokat. A pontozott vonal
az adatokra illesztett Langmuir-Hill egyenletet reprezentalja. Az EHNA kevésbé hatékony PDE,
gatlé (mikromdlos nagysagrend), mint amilyen ADA inhibitor (nanomdlos nagysagrend), ezért a
PDE; gatlds markansabba tételéhez ezekben a kisérletekben az EHNA-t (és az 6sszehasonlitas
hitelessége kedvéért a DCF-t is) magasabb koncentracidoban alkalmaztuk (100 uM).

Az EHNA PDE; gatlé tulajdonsaganal fogva ndveli az intracellularis cAMP
mennyiséget és a protein kinaz A altali foszforilaciét, a szivben ugyanis a PDE,,
ha nem is a legjelent6sebb, de szabalyzoja a cAMP-fuggé folyamatoknak (Rivet-
Bastide és mtsai, 1997; Vandecasteele és mtsai, 2001). A protein kinaz A pitvaron
csOkkenti a PLB és ndveli az Lc, aktivitasat, ami fokozza az A4 receptor stimulacio
lehetéségét egy erételjes valaszra, amely épp ellentétesen befolyasolja ezeket a
strukturakat (2. abra). Mivel a PLB mennyisége kicsi pitvaron és csak tovabb
csOkken hyperthyreosisban (Shenoy és mtsai, 2001), szerepe nem latszik
jelentdsnek. Az L-tipusti Ca?* aram viszont jelentds szerepet tolt be pitvaron, igy

hatékony effektora a ra konvergalo jelatviteli utaknak.
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A vizsgalataink tehat szinergiat mutatnak az in vitro EHNA kezelés és az in
vivo T4 kezelés kozott az A receptor medialta negativ inotropia szintjén. Harom
egymast nem kizaré lehetéséget vethetink fel ennek magyarazatara:

1. Hyperthyreoid mili6ben az ADA gatlas fokozza a pitvari A1 receptor
negativ inotrop valaszkészseégét. Még nem kozolt adataink alatamasztjak, hogy ez
a mechanizmus hozzajarul az A1 receptor agonistak potencirozott hatasahoz (14.
abra).

2. Elképzelhet6, hogy a PDE; aktivitasa nagyobb hyperthyreosisban.

3. A hyperthyreoid allapotra fokozott L-tipusti Ca®* aram jellemzé
(Rubinstein és Binah, 1989; Kreuzberg és mtsai, 2000), ami potencirozza az A
receptor agonistak hatasat. Ezt alatamasztja, hogy az acetilkolin nagyobb
mértékben volt képes csdkkenteni az L-tipusti Ca** aramot hyperthyreoid
tengerimalac szivén, mint euthyreoid allatén (Mager és mtsai, 1992).

Az eldz6 vizsgalatunkban az ADA gatlok névelték az Ado E/[A] gorbék Emax-
at, tovabba a T4 kezelt pitvarokon erételjesebben potenciroztak az Ado-ra adott
valaszt, mint az S kezelteken, szemben az NT blokkolok hatasaval (8. abra). Ez a
két egyedi vonas parhuzamba allithaté az EHNA jelen vizsgalatunkban mutatott
azon tulajdonsagaval, hogy markansabban hatott a tobblet T, altal modositott
kornyezetben, ahol is novelte az Enax-ot (11. abra). Ezek tehat jellemz6 vonasai az
ADA gatlék hatasanak mind Ado, mind CPA E/[A] gborbék esetében (8., 11., 14.
abra). Ezen tulmenben a 8. abran, bar szuperponalddik rajta az endogén és az
exogén Ado szintjére gyakorolt befolyas, észrevehetd, hogy az EHNA
erbteljesebben novelte az Enyax-ot, mint a CF, noha mindkét szerrel teljes ADA
gatlas hozhato létre az alkalmazott koncentracidban. Ez az EHNA PDE; gatlo
hatasanak kifejez6déseként interpretalhatd, 6sszhangban a jelen vizsgalat

konkluzidjaval.

4.4 A, receptor agonistak koncentraciobecslésének uj lehetésége

Bomlékony endogén molekulak szdveti koncentraciojat nehéz az él6
szervezetben megbizhatéan meghatarozni, kilonosen az erésen
kompartmentalizalodé anyagok esetében, mint példaul az Ado. A sziv

interstitiumanak Ado tartalmat ugyanakkor fontos lenne megbizhatéan mérni,
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mivel az Ado alapvet6 szerepet jatszik a sziv ischaemiaval és hypoxiaval
szembeni védelmében, melyekben hatasat dontéen sejtfelszini Ado receptorok
medialjak (0sszefoglaloként Id.: Sommerschild és Kirkebgen, 2000; Headrick és
mtsai, 2003). Az emlés sziv f6 Ado receptor altipusa az A4 receptor
(6sszefoglaloként Id.: Shryock és Belardinelli, 1997).

Jol ismert, hogy az A1 receptorok aktivacidja erételjesen és jol mérhetden
csokkenti a sziv kontrakcidinak erejét (Szentmiklosi és mtsai, 1982, 1992;
Osszefoglaldoként Id.: Shryock és Belardinelli, 1997). Els6 ranézésre tehat az A,
receptor medialta negativ inotropia (mint hatas) alkalmasnak latszik exogén A+
receptor agonistak vagy az [Ado]ise valtozasanak meghatarozasara a Langmuir-
Hill egyenlet (Id.: Anyagok és modszerek, azon belul: Adatfeldolgozas)
segitségével. Ez az eljaras a bazalis [Ado]isr mérésére jellegébdl adoddéan nem
alkalmas, de az [Ado]isr valtozdsainak megbizhaté meghatarozasa is fontos
informaciot szolgaltatna. Ez a mdédszer azonban megkdveteli a receptoraktivacio
és a receptorkozeli koncentracié kapcsolatat jellemzé Emax, ECso €s ny
paraméterek ismeretét, amelyeket csak megfelel6 E/[A] gorbe kiértékelése utjan
lehet nyerni. Az Ado-nal felvehetd E/[A] gorbe viszont erre nem alkalmas, mert a
beadott Ado jelentbs része transzportalddik €s metabolizalodik a myocardiumban,
mire eléri az A1 receptorokat, tehat nincs biztos ismeretink a hatashoz tartozé
receptorkozeli koncentraciordl. Az [Ado]isr a jelenleg alkalmazott médszerekkel
meglehetésen nagy bizonytalansaggal hatarozhaté meg, kilénésen szembet(ing
ez az eltér6 modszerekkel becsllt adatok 6sszevetésekor (1. tablazat).

Az [Ado]isk és az ebben beallt valtozasok meghatarozasaval kapcsolatos
bizonytalansag megoldasat uj mdédszerek kifejlesztésében latjuk. Célunk olyan
modszer kifejlesztése volt, amely a Langmuir-Hill egyenletben rogzitett
Osszefliggés alapjan képes az [Ado]isr valtozasanak kvantifikalasara. A Langmuir-
Hill egyenlet bomlékony anyagok meghatarozasara nem alkalmas, de stabil
agonistak koncentraciojat receptoruk kézelében meg lehet a segitségével becsuini
valamely pontosan mérhet6 hatasuk alapjan. Kiindulé megfigyelésink szerint, ha
egy E/[A] gorbe felvétele elétt a hasznalni kivant agonistabdl adunk a
rendszerhez, az dézisfuggden csokkenti a E/[A] gorbe altal detektalt
valaszkészséget az adott agonistaval szemben. Ez alapjan olyan egyenletet
fejlesztettlink ki, amely regresszids fliggvényként egy vizsgalt rendszer E/[A]

gorbéjének pontjaira illesztve egyetlen értékkel megadja a vizsgalt E/[A] gorbe
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eltérését egy az egyenletben definialt E/[A] gorbétdl (Id.: ,koncentracio-
meghatarozd” egyenlet, Eredmények). Ezt a viszonyitasi alapot az egyenletbe irt
Emax,» ECs0 €s ny paraméterek hordozzak. Legcélszer(ibb az adott rendszer intakt
allapotaban felvett E/[A] gorbe paramétereit megadni, melyek révén a fizioldgias
allapothoz hasonlitunk. Az ettél valo eltérést az egyenlet illesztése a E/[A] gérbe
felvételéhez hasznalt agonista azon koncentraciojaval adja meg, amely az intakt
rendszerhez adva annak valaszkészségét hasonléra valtoztatna, mint az altalunk
vizsgalt rendszeré. Mddszerunk alkalmasnak bizonyult az ismert koncentracioban
a pitvarokhoz mért stabil A1 receptor agonista CPA koncentracidjanak nagy
pontossaggal valé meghatarozasara CPA-val felvett E/[A] gorbe felhasznalasaval,
amelyre a ,koncentracié-meghatarozd” egyenletet illesztettik (12. abra; 5.
tablazat). Sét, az el6zetesen bemért CPA dozist muszkarinerg agonista MC-nal
kivitelezett E/[A] gorbe segitségével is sikerult hasonléan pontosan megbecstilni
(5. tablazat). Ennek oka a pitvari A1 Ado és M, acetilkolin receptorok
nagymeértékben atfed6 posztreceptorialis jelatvitelében keresendd (Kachado NYitas,
AC gatlas). A MC el6zetesen bemért dozisat viszont csak nagyon pontatlanul
tudtuk meghatarozni. Ennek oka az volt, hogy a MC elég stabilnak bizonyult preciz
E/[A] gbrbe készitéséhez (a bemért dozis hatasa gyorsan kialakult és utana
percekig nem valtozott), de meghatarozandé anyagként a vizsgalat kb. 30 perces
ideje alatt mar észrevehetéen bomlott. A VERA hataskifejlédése olyan elhuzédé
volt, hogy eljarasunk alkalmatlannak mutatkozott a meghatarozasara (5. tablazat).
Modszertinket ,receptoridlis valaszkészség modszer’-nek (receptorial
responsiveness method; RRM) neveztik el.

Feltételezésunk szerint az RRM alkalmas az él§ szdvetben instabil
agonistak koncentraciovaltozasanak jellemzésére is, mivel nem kdveteli meg a
meghatarozandé és a meghatarozas soran felvett E/[A] gérbéhez hasznalt anyag
egyezését (5. tablazat). Jelenleg nincs megbizhatdé modszer a cardialis [Ado]isr
mérésére, amit a ra vonatkozé becslések széles spektruma is jelez (1. tablazat).
Mivel a hatas szempontjabdl elsésorban az A4 receptorok kdzvetlen
kornyezetének Ado koncentracidja fontos, az [Ado]isr valtozasanak jellemzése az
RRM segitségével kulonosen informativnak igérkezik. Ehhez szikség van két
E/[A] gorbe felvételére egy stabil, az él6 szovetben nem vagy csak lassan
eliminalédé A4 receptor agonistaval. Az egyik E/[A] gorbének intakt koriimények

kozott kell késziilnie, az erre illesztett Langmuir-Hill egyenlet paraméterei (Emax,
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ECso és ny) fogjak definialni az intakt E/[A] kapcsolatot, miutan beirasra kertilnek a
,koncentracio-meghatarozé” egyenletbe. A masik E/[A] gorbét ugyanolyan
korulmények kozott kell felvenni ugyanazon (illetve, ha ez nem lehetséges, egy
ugyanolyan jelleg() biolégiai rendszerben, de mar az [Ado]isr valtozasa utan (pl.
az ezt el6idéz6 NT blokad létrehozasat kbvetéen). Az [Ado] sk valtozasanak RRM-
mel valo jellemzéséhez a kdvetkez6 feltételeket teljesitése szukséges:

1. Az E/[A] gOrbéhez alkalmazott agonista ne eliminalodjon és ne
kompartmentalizalodjon jelentés mértékben a szovetben, tovabba hasznalja
dontéen a jellemzendd agonista receptoranak szignaltranszdukcidjat. — Az A4
receptor agonista CPA vértelen in vitro kérilmények kdzott relative stabil
(Gesztelyi és mtsai, 2004), ezért alkalmas vegyulet, de vér jelenlétében felgyorsul
a bomlasa (Pavan és IJzerman, 1998). A CHA véres korulmények kozott is stabil
A1 receptor agonista (Pavan és |[Jzerman, 1998).

2. A megvaltozott [Ado]isF legyen viszonylag allandé a vizsgalat alatt (30-50
perc). — Tapasztalatunk szerint a CPA negativ inotrop hatasa ennyi ideig kell6en
stabil tengerimalac pitvaron.

3. Az érintett receptor ne deszenzitizalédjon a vizsgalat alatt. — Ezt a
feltételt az A1 receptor teljesiti, csak orak alatt deszenzitizalédik jelentés
mértékben (Baker és mtsai, 2000).

Az RRM a cardialis [Ado]isF valtozasat azzal a CPA (vagy mas stabil A
receptor agonista) koncentraciéval jellemzi, amelyik a mért kimenet (pl.
kontrakcids erd) alapjan ekvivalens (ekvieffektiv) a receptorkdzeli Ado-szint
valtozasaval. llyen meghatarozasra érdemes jelenség példaul a NT blokad. Ma
mar altalanosan elfogadott, hogy a NT gatlasa dontéen az [Ado]sr valtoztatasan
(normoxiaban: névelésén) keresztll fejti ki hatasat (Deussen, 2000a, b), és ezen
keresztul potencirozza az Ado hatasait (De Jong és mtsai, 2000; Keeling és mtsai,
2000). Egy a jelen értekezéshez fel nem hasznalt, az RRM-mel végzett
meghatarozasunk szerint a NT blokkolasa 8 napig T4 kezelt tengerimalacok bal
pitvaran akkora névekedést eredményezett az [Ado]se-ben, ami 46.5 + 13.7 nM
CPA koncentracioval ekvieffektiv (inotrop hatas tekintetében). Ugyanez az érték S
kezelt pitvarokon 18.8 £ 3 nM CPA volt, a T4 kezelés tehat fokozta a NT gatlas

[Ado]ise noveld hatasat.
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4.5 Altalanos kovetkeztetések

Egy kutatomunka részleges befejezése egy olyan 0sszegzéssel kell, hogy
zaruljon, amely részben meghatarozza a kisérletek soran nyert adatok
beilleszthetéségét egy adott bioldgiai rendszerbe, tovabba megprébal olyan taviati
célokat is felvazolni, amelynek révén a kisérleti eredmények soran felvetett
problémak tokéletesebb megoldast nyerhetnek.

A jelen disszertaciéban vazolt eredmények alapjan megfogalmazhato, hogy
a thyreoid statusz és az adenozin receptorhatas kozott figyelemremélto
Osszefuggések vannak. A T4 kezelés tengerimalac pitvarizomzaton egyértelmdien
csokkenti az A receptorvalaszokat, valamint specialis korulmények kozott
tettenérhetéen (ADA gatlas) fokozza az intracellularis P-site mechanizmusokat.

Kbézismert, hogy a hyperthyreosis tobbek kozott fokozza az adrenerg B-
receptor denzitast, valamint ezen receptorok érzékenységét, ennek osszes klinikai
konzekvencigjaval egyutt. Ismeretes ugyanakkor az is, hogy az Ado, valamint az
extracellularis Ado receptorokon haté adenozin analégok és P-site aktivatorok
csOkkentik az AC aktivalasaval haté endogén anyagok (noradrenalin, hisztamin,
dopamin, stb.) myocardialis hatasait. Ha ezen adatokat 6sszevetjik sajat kisérleti
eredmeényeinkkel, akkor jogosnak latszik az a feltételezés, hogy a T4 tartés
jelenléte egy olyan regulaciés folyamatot indit el a myocardialis rostokon,
amelynek eredményeként médosulnak a catecholamin hatasok.

(1) Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a félés T4 hatasara felgyorsult
anyagcserefolyamatok a szoveti Ado koncentracio emelkedésével jarnak (jelenlegi
RRM vizsgalataink is erre utalnak). Ez az Ado koncentracio novekedés feltehetéen
mérsékli a catecholaminok B-adrenerg hatasait. (2) A T4 jelenléte adataink szerint
csOkkenti az Ado-ra adott valaszt, tehat joggal feltételezhet6, hogy ez a
catecholaminok B-adrenerg hatasat erésiti, hiszen kiesik — vagy legalabbis
mérséklédik — az endogén Ado gatlo hatasa. llyen médon a T4 egyrészt
végrehajtja a mar ismert B-adrenerg receptor upregulaciot, masrészt a p-receptor
szenzitizaciot. Kisérleteink alapjan feltételezzik, hogy ebben az
érzékenységfokozddasban a csdkkent Ado valaszkészségnek szerepe lehet. (3)
Irodalmi adatok szerint a P-site agonistak is rendelkeznek catecholamin hatast

gatlo effektussal, tehat elképzelésink szerint az altalunk feltételezett P-site

61



upregulacioé abban az esetben fogja csdkkenteni a catecholamin hatast, amikor a
hyperthyreosis miatt bekdvetkez6 fokozott szivmikodeés inkongruenciat teremt a
sziv oxigénellatasa és oxigénfogyasztasa kozott. Mivel munkacsoportunk korabbi
eredményei szerint a hypoxia jelentésen csdkkenti az ADA aktivitasat, ez azt
eredményezheti, hogy a hypoxias korilmények kozoétt felszaporodé Ado az
intracellularis kotohelyek aktivalasaval (azaz az AC gatlasaval) csOkkenti a
tulméretezett 3-adrenerg stimulaciot.

Amennyiben ez a feltételezéslnk igaznak bizonyulna, akkor ez az
adenozinerg mechanizmus megfeleld alapot adna a T4 szivhatasainak, kiléndsen
a B-adrenerg receptorokon medialdédo cardialis hatasok értelmezéséhez.

Ennek az elképzelésunknek a tovabbi vizsgalata hatarozza meg jovobeli
kutatasi céljainkat, hogy ezaltal ennek az érdekes és mindmaig kell6képpen nem
tisztazott problémanak a megoldasahoz — a megfelel6 modern biokémiai és

molekularis bioldgiai technikak igénybevételével — kdzelebb keruljunk.
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6. Osszefoglalas

Az Ado hatas extra- és intracellularis komponensének elkulonitését és a T4
kezelés rajuk kifejtett hatasanak 6sszehasonlitasat célzo vizsgalataink f6bb
megallapitasai a kdvetkez6k voltak: (1.) A 8 napos T4 kezelés szignifikansan
csOkkentette az Ado és az extracellularis tamadaspontu szintetikus Ado receptor
agonistak negativ inotrop hatasat tengerimalac bal pitvaron, mind az Enax
csokkentése, mind a pD2 (-logECso) névelése utjan. (2.) Az intracellularis ADA CF
és EHNA altali gatlasa nagyobb mértékben ndvelte az Ado receptor agonistak
hatasat a T4 kezelt pitvarokon, mint az S kezelteken. (3.) A P-site aktivatorok
negativ inotrop hatasa eleve kisebb volt, mint az Ado receptor agonistake, de a T4
kezelés ebben is csOkkenést hozott Iétre. (4.) A P-site aktivatorok hatasat az ADA
gatlasa dramai modon fokozta. A T4 kezelt pitvarokon nemcsak a potenciacio volt
nagyobb, de a P-site aktivatorok hatasa abszolut mértékben is meghaladta az
euthyreoid pitvarokon megfigyeltet. Mindezek arra utalnak, hogy a T4 kezelés az
adenozinerg szignalizacionak az euthyreoid allapotban dominans extracellularis
tamadaspontu komponensét csdkkenti, az intracellularisat viszont inkabb ndveli,
mely utdbbi hatas azonban csak a hyperthyreosisban feltehetéen fokozott ADA

aktivitas elnyomasa utan manifesztalédik.

Az ADA és a NT gatlas kdvetkezményeinek tengerimalac bal pitvaron valo
O0sszehasonlitasa a kovetkezd megallapitasokhoz vezetett: (1.) Az ADA és a NT
gatlasa egyarant fokozza az exogén Ado hatékonysagat tengerimalac bal pitvaron.
Az ADA gatlasa azonban, szemben a NT blokkolasaval, nemcsak a pD,-t érintette,
hanem fokozta a Emax-ot is. (2.) Az ADA gatlas erételjesebben fokozta az Ado-ra
adott valaszt hyperthyreoid pitvarokon az euthyreoidokhoz képest, 6sszhangban
az el6z6 vizsgalatsorozatban kapott eredményeinkkel. Ezzel szemben az NT
gatlasa nem okozott ilyen kilonbséget az S és a T, kezelt pitvarok Ado E/[A]
goOrbéi kozott. (3.) Az intracellularis foszfatazok fontos szerepet jatszanak az ADA
gatlas ezen kulonleges hatasanak kialakitdsaban, mig a SERCA-PLB rendszer
részvétele ebben alarendelt. Kovetkezésképp, mivel az ADA gatlasa elsédlegesen

az intracellularis Ado koncentracidjat emeli, a Ezen tulmenéen elképzelhetd, hogy
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mar 6nmagaban az endogén Ado ADA katalizalta lebontasanak gatlasa is fokozza
az adenozinerg mechanizmusok hatékonysagat, amely hatas kifejezettebben

jelentkezett hyperthyreoid allapotban.

Az EHNA-val folytatott kisérleteink demonstraltak a PDE; gatlasanak eltérd
inotrop kovetkezményét S illetve T4 kezelt tengerimalac bal pitvaron. A PDE,;
gatlas pozitiv inotrop hatasa nehezen itélhet6 meg euthyreoid allapotban, mivel az
EHNA, a leggyakrabban alkalmazott szelektiv PDE; inhibitor (a PDE gatlék
kozott), egyben erés ADA gatlé is, a megemelkedett szoveti Ado-szint cAMP
csOkkent6 hatasa pedig elfedi a PDE; gatlas cAMP ndveld mikodést.
Vizsgalataink kimutattak, hogy az EHNA er6teljesebben potencirozta a CPA
negativ inotrop hatasat T4 kezelt pitvaron, mint S kezelten. A PDE; gatlas ezen
hatasanak szinergiajat a thyreoid hormonok hatasaval feltehetéen az L-tipusu
Ca?* csatornakra konvergald stimulalé jelatviteli utjaik hozzak létre. Az EHNA
hatasaban azonban nem hagyhatjuk figyelmen kivil az ADA bénitasat, ami
hozzajarulhat a hyperthyreoid pitvarokon a CPA-ra adott valasz potencirozasahoz
az el6z6 vizsgalatsorozatban felvetett mechanizmus révén, mely szerint az ADA
gatlasa hyperthyreoid pitvarszovetben jobban fokozza az adenozinerg jelatvitel

hatékonysagat, mint S kezeltben.

A receptorialis valaszkészség modszer (RRM) koncentracié-valtozas
becslésére szolgalo eljaras valamely receptoridlis hatas és az intakt allapotot leird
Emax, ECs0, Ny paraméterek alapjan. Jelent6ségét abban latjuk, hogy lehet6vé
teszi a receptorkozeli koncentracié jellemzését azokban az esetekben is, amikor a
hatéanyag bomlékonysaga miatt a Langmuir-Hill egyenlet erre a célra nem
alkalmas. Ezt az teszi lehetéveé, hogy az RRM nem koveteli meg a
meghatarozando anyag és a E/[A] gorbe felvételéhez hasznalt agonista
egyezeését. Vagyis, bomlékony és er6sen kompartmentalizalodé anyagok (mint
példaul az Ado) mas maédon gyakorlatilag mérhetetlen receptorkdzeli
koncentraciévaltozasat stabil, j6l diffundalé és azonos illetve nagyon hasonlo
jelatvitell szerek (mint példaul a CPA) koncentracioival jellemezhetjuk. Az RRM
segitségével kimutattuk, hogy a T4 kezelés fokozta a NT gatlas [Ado]isr néveld

hatasat izolalt tengerimalac bal pitvaron.
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