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1. Bevezetés

1.1. Célkitilizések

PhD munkdm két egymasra épiild vizsgalatot foglal magaban. Egy a
munkacsoportunk altal korabban kifejlesztett, az A1 adenozin receptor (A: receptor)
adenozinra vonatkoz6 receptor rezervjét kvalitative meghatarozni képes modszert
validaltam in silico (egy egyszerl, sajat kidolgozasu szamitogépes szimulacios
eljarassal), majd a vizsgalat eredményei alapjan megfogalmazott 0j hipotézisiinket
teszteltem ex vivo (egy izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvaron végzett, klasszikus
tervezésl vizsgalat soran). Vizsgalataink f6 célja receptor rezerv becslé modszeriink
tesztelése ¢€s fejlesztése volt, de egy ezzel kapcsolatban menet kozben sziiletett

hipotézisiinket is megvizsgaltuk.

1.2. Az adenozinerg rendszer

A purinerg jelatvitelben szerepet jatszo receptorokat két részre osztjak, P1 és P2
purinoceptorokra. A P1 vagy adenozin receptor csaladon beliil a Nemzetkozi
Farmakologiai Tarsasag (IUPHAR) négy (al)tipust kiilonboztet meg: A1, Aza, Azs és
Az, melyek mind hét transzmembran doménnel rendelkez6, G-protein kapcsolt
receptorok.

Az adenozin egy természetes purin-nukleozid, amelyben a nukleobdzis az adenin,
melyhez glikozidos kotéssel egy riboz kapcsolodik. Az adenozin fiziologias
kortilmények kozott folyamatosan termelddik, de koncentracidja rovid felezési ideje
miatt fiziologiasan nem ér el magas szintet (emberi vérplazmaban szintje 0,1-1 pM,
féléletideje pedig 10 s alatti érték). A rovid felezési id6 f6 oka az adenozin gyors
eliminacidja az extracellularis térbdl, amit a legtobb sejt nukleozid transzportereinek
nagy kapacitasa biztosit.

Az adenozin a sejten belill foleg ATP, ADP, AMP és cAMP enzimatikus
bontasabdl keletkezik, melyeket endo-5’-nukleotiddzok és egyéb alkalikus foszfatazok
hajtanak végre. Keletkezhet S-adenozil-homociszteinb6l (SAH) is az intracellularis S-
adenozil-L-homocisztein-hidrolaz enzim révén. Extracellularisan adenozin ekto-
5’nukleotiddzok miikddésének kdszonhetden jon 1étre ATP-bdl, ADP-bdl és AMP-bAl.
A myocardium legfontosabb ekto-5’ nukleotidazai a CD39 és a CD73 enzim. A CD39



ADP-n keresztiil AMP-t allit el6, amit a CD73 adenozinna alakit.

Az adenozin fontos jelzdmolekuldja a szervezet energiaforgalmdban
bekovetkezo valtozasoknak, mint az ATP metabolitja. Az adenozin altal 1étrehozott
kardioprotektiv hatasok féleg A1 receptoron keresztiil medidlodnak. A myocardialis A1
receptor izgatdsa kovetkeztében negativ trop (inotrop, kronotrép, dromotrop és
batmotrop) hatasok érvényesiilnek. A pitvari A1 receptor altal medialt direkt (a nyugalmi
kontraktilitast is csOkkenteni képes) negativ inotropia tobb szignalizacids utvonalon
keresztiil jon 1étre: er6sodik a befelé egyeniranyito K* csatornak (GIRK) megnyilasa
révén a kifelé iranyuld6 K* aram, csokken az adenilciklaz enzim miikodése, melynek
kovetkeztében gatldodik a SERCA?2 és az L-tipustu Ca?* csatornakon 4t befelé folyd Ca?*

aram.

1.3. A adenozin receptor ligandok

Az A1 receptorok stimulalasa kiterjedt protektiv és regenerativ hatasokat medial
testszerte, igy az Ai receptor agonistdk terapids céllal torténd fejlesztése komoly

lehetéségeket hordoz.

Az endogén agonista adenozin bomlékonysaga neheziti megbizhaté E/c gorbék
felvételét, ezért az A1 receptorok vizsgalatara alkalmasabbak a stabilabb szintetikus
agonistak. Koziiliik vizsgalatainkhoz a CPA-t (N°-cyclopentyladenosine) alkalmaztuk.
A CPA szelektiv A1 receptor teljes (full) agonista, ami az adenozintol csak egy, az
adeninhez kapcsolodd ciklopentil-csoportban  kiilonbozik. Felezési ideje az
adenozinénal joval hosszabb, mintegy 6-10 perc (patkany vérmintaban mérve). Az els6
szelektiv A1 receptor antagonistak kozé tartozik a reverzibilis hatasi DPCPX (8-
cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine). Ebbdl fejlesztették ki az irreverzibilis Ay receptor
antagonista FSCPX-et (8-cyclopentyl-N3-[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-
N!-propylxanthine). Ez utébbi el8szor reverzibilisen kotédik a receptorhoz, de egy
id6igényes folyamat soran kovalens kotést alakit ki. Vizsgalatainkban az FSCPX-et ugy
alkalmaztuk, hogy megfeleld6 mennyiségli idé alljon rendelkezésre az FSCPX

irreverzibilis kotodéséhez.



1.4. Az A: adenozin receptor rezerv

A receptor rezervet, melynek fogalmat a hagyomanyos receptorelmélet vezette
be, ugy lehet megragadni, mint egy receptorialis rendszer (ami receptorokbol és a
posztreceptorialis jelatviteli elemekbdl all) aktivalads utani hataskivaltd képességének

(egy bizonyos szempontbol vett) mértékét.

A receptor rezerv meghatarozasa azon a jelenségen alapszik, hogy a
maximalis(hoz kozeli) hatds bizonyos esetekben a receptorok egy részének
visszafordithatatlan inaktivalasa utan is kivalthato marad. Minél nagyobb a receptor
rezerv, anndl nagyobb receptor hanyadot kell inaktivalni a maximalis valasz kimutathato
csOkkenésének elérése érdekében. A receptor rezerv tehat a receptorialis rendszer
»ellendllasat” (vagy ,tehetetlenségét”) fejezi ki egy olyan beavatkozas ellen, ami
csokkenti a miikoddképes receptorok szamat. A receptor rezervet tehat az agonista, a
receptor, a szovet és a mért hatas hatarozza meg (pl. receptor rezerv csak full agonistak
esetén tapasztalhatd). A receptor rezervet — multifaktorialis eredete miatt — érdemes
megvizsgalni minden szoba jovO agonista, receptoridlis rendszer (szdvet) és hatas
esetében. A receptor rezerv meghatarozasanak leggyakoribb modja, hogy az adott
agonistaval irreverzibilis antagonista hidnyaban és jelenlétében is felvesznek egy-egy

E/c gorbét, melyeket azutan tobbféleképpen is lehet elemezni.

A receptor rezerv meglétének, illetve nagysaganak ismerete hasznos egy agonista
viselkedésének elorejelzéséhez egy adott szovetben kifejtendd adott hatasra nézve. Ha
egy szovetben (sejttipuson) a receptor rezerv kicsi, akkor csak a nagy hatékonysagu
(er6s) agonistak valtanak ki komoly hatast (pl. full agonistaként viselkednek), mig a kis
hatékonysagti agonistdk nem képesek jelentdés valasz Iétrehozasara (parcidlis
agonistanak mutatkoznak). Masfel6l, ha nagy a receptor rezerv, akkor még a kis
hatékonysagu agonistak is képesek lehetnek jelentds hatast kifejteni (néha akar full
agonistaként 1s). Ily mdédon kis hatékonysagti agonistak alkalmazéasaval biztosithat6 a
szOveti szelektivitas abban az értelemben, hogy a hatasuk csak a nagy receptor rezervvel

rendelkezo szovetekben lesz erds.

Munkacsoportunknak korabban sikeriilt meghatdrozni az A: adenozinerg
rendszer receptor rezervjét a pitvari direkt negativ inotropiara nézve néhany ismertebb,
stabil full agonistaval. Ezt kovette az el6bbi receptor rezerv megbecslése az €16

szovetben igen bomlékony adenozinnal is, de ehhez eldbb ki kellett fejleszteni egy gyors



eliminacioj  agonistdk esetén is jOl alkalmazhaté modszert. Uj modszeriink
tesztelésével annak megbizhatosagat kivantuk fokozni a jelen PhD munkat megalapozo

vizsgalataink soran.

1.5. Az alkalmazott matematikai modellek

1.5.1. A Hill egyenlet

A Hill egyenlet, mint a legrégebbi kvantitativ receptormiikodési modell, szamos
receptorelmélet alapjaul szolgal. A Hill egyenletet a mai napig gyakran alkalmazzak E/c

gorbék regresszidanalizisére.

A Hill egyenlet segitségével végrehajtott regresszidanalizis kétvaltozos (c, E),
haromparaméteres (Emax, ECso, n) és nem linearis (mivel nem az y = a-x + b képletet
koveti). A Hill egyenlet a gorbeillesztés szempontjabol rugalmas, hiszen jelentds mérési
hibaval terhelt, vagy nagy bioldgiai variabilitast mutaté E (hatas érték) adatok esetén is

altalaban jo becslés kaphat6 vele.

A Hill egyenletet érdemes tgy illeszteni, hogy az x tengelyen a koncentracio
logaritmusat tiintetjilk fel. Ennek tobb eldénye is van. A koncentracid jellegli
mennyiségek (pl. ECso) adathalmaza rendszerint nem normalis eloszlasu, viszont a
logaritmusuk altalaban az (ami megkonnyiti ezek statisztikai elemzését). Emellett a

szemilogaritmikus abrazolasu E/c gorbék szemléletesebbek.

1.5.2. Az agonizmus operativ modellje

Az agonizmus operativ modellje az agonistdk receptorhoz valo affinitdsanak és

hatdsgeneralo képességének kvantifikalasara szolgal.

Az agonizmus operativ modellje kétvaltozos (c, E), négyparaméteres (Em, Ka, T,
Nop), nem linedris regresszidanalizis, amelyet az eredmény pontossiga érdekében
globalisan kell illeszteni egy nativ és egy irreverzibilis antagonistaval val6 kezelés utan
felvett E/c gorbére (melyek esetében csak az antagonista-kezelés megléte vagy hidnya
lehet a kiilonbség). Az irreverzibilis antagonistat — amennyiben lehetséges — olyan
koncentracioban kell alkalmazni, hogy szamottevOen csokkentse az E/c gorbe
maximumat a nativ E/c gorbééhez képest. Az irreverzibilis antagonistat alkalmazas utan
el kell tavolitani a rendszerbdl az E/c gorbe felvétele eldtt, hogy szabad formaban ne

legyen jelen és ne befolyasolja az irreverzibilisen nem modositott receptorok agonista-



kotését. A nativ és az antagonistaval kezelt E/c gorbék tehat csak a funkcidképes

crer

1.5.3. A receptorialis valaszkészség modszer (RRM)

Az RRM két olyan agonista kozotti interakcid egyszerli matematikai
modellezesén alapul, melyek (dontden vagy teljes egészében) ugyanazt a jelatviteli utat
hasznaljak. A receptorialis valaszkészség modszer (receptorial responsiveness method:
kvantifikalja E/c gorbe felvétele révén. Egyszerli esetben akar kozvetlenil is
meghatarozhatd a kérdéses agonista tobblet koncentracidja. Bonyolultabb, tobb
agonistat tartalmazdé rendszereknél a meghatarozni kivant agonista tobblet
helyettesiti. Ennek nagy elénye, hogy bomlékony agonista tobbletének
meghatarozasakor a sziikséges E/c gorbéket ugyanazon receptor (vagy jelatviteli utak)

egy masik, de stabil agonistdjaval vehetjiik fel, ami pontossa teszi a becslést.

1.6. A disszertacio alapjaul szolgalo vizsgalat el6zményei

A receptor rezerv becslésére szolgalo, sajat fejlesztésii modszeriinkben NBTI (S-
(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine) alkalmazasat vezettik be a kisérleti
protokollba. Az NBTI az ekvilibrativ és NBTI-érzékeny nukleozid transzporter (ENT1
avagy SLC29A1) szelektiv inhibitora. Mivel a fizioldgias adenozin transzport a sejtekbe
iranyul, az NBTI megakadalyozza az E/c gorbe felvétele soran beadott adenozin
sejtekbe iranyuld transzportjat és ezaltal intracellularis eliminaciojat, amelynek
koszonhetéen az exogén adenozin szamara elegendd i1d6 all rendelkezésre a hatas
kifejtésére.

Az NBTI azonban beavatkozik a vizsgélt szovet adenozin homeosztazisaba is,
ugyanis mérsékli az extracellularisan keletkezett endogén adenozin intracellularis
eliminaciojat is. Mivel az NBTI altal felhalmozott tobblet endogén adenozin még a
receptor rezerv meghatarozasahoz sziikséges E/c gorbék felvétele elott elhasznalja az
A1 receptorok (és a jelatviteliik) valaszképességének egy részét (stimulalva azokat), az
exogén adenozinra adott valasz (ami az E/c gorbén latszik) csokkenést mutat. Ezért az
NBTI jelenlétében felvett adenozin E/c gorbéket (vagy legalabbis azok hatas értékeit)

korrigalni kell arra a torzitasra, amelyet az interstitiumbeli tobblet endogén adenozin



okozott.

Ehhez a korrekcidhoz az RRM-et vettiik igénybe. Az RRM-en alapul6 receptor
rezerv becslé modszeriink alkalmazasakor mod nyilik 6sszehasonlitani a korrigalt intakt
(FSCPX-nativ) és a korrigalt FSCPX-kezelt adenozin E/c gorbéket (természetesen csak
azok az E/c gorbék igényelnek korrekciot, amelyeket NBTI jelenlétében vettiink fel). A
kérdéses receptor rezervrdl a korrigalt gorbék végso (szaturalt) részeinek egymastol valo
tavolsagabol nyerhetiink informaciot: kis tavolsag nagy receptor rezervet, nagy tdvolsag
Kis receptor rezervet jelent. A receptor rezerv ezen becslése kvalitativnak (esetleg
szemikvantitativnak) tekintheto.

Elsédleges célom ezen modszer validalasa volt egy in silico szimulacios
eljarassal. A szimulacio6 soran arra torekedtiink, hogy az in silico E/c gérbék pozicidja
¢s lefutasa az eredeti ex vivo E/c gorbékéhez minél hasonlobb legyen. Az egyértelmiiség
kedvéért az eredeti E/c gorbékhez hasznalt adenozint és CPA-t a szimulalt gérbék A és
B agonistdjanak neveztiik, mig az FSCPX-t és az NBTI-t mint irreverzibilis antagonistat
(IA) és transzport inhibitort (TI) azonositottuk (az emlitések sorrendjében). Az in silico
vizsgalat sordn azonban — nem vart modon — interakci6 gyantija meriilt fel az FSCPX és
az NBTI (pontosabban az IA ¢és a TI) kozott, amit a késébbiekben egy erre a célra
megtervezett ex vivo vizsgalattal probaltam kideriteni.



2. Anyagok és modszerek

2.1. Insilico modszerek

Tengerimalac pitvar modelliinkben a legfontosabb adenozin transzporter az
ENTI, az interstitialis térben képzodott adenozin ugyanis zommel a nagy kapacitasa
ENTI1 segitségével 1ép be a sejtekbe. 1zolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvarban az
NBTI altal okozott ENT1 blokad noveli az endogén adenozin interstitialis szintjét
azaltal, hogy minimalizalja az adenozin influxot a cardiomyocytakba, igy szamottevéen
csokkenti az adenozin eliminacido mennyiségileg legjelentdsebb részét, az intracellularis
adenozin metabolizmust. Ennek megfelelden az NBTI két, egymassal ellentétes
iranyban haté folyamat révén modositja az adenozin E/c gorbét: az endogén és az
exogén adenozin eliminacidjanak csokkentése révén. E két (kozds gydkeril)

mechanizmus az adenozin E/c gorbéjére kifejtett hatasa szempontjabdl ellentétes.

A két hatas ereddjekeént az NBTI valamelyest deprimalja az adenozin E/c gorbe
Emax-at és latvanyosan csokkenti az ECso értékét (legalabbis a tengerimalac pitvari Az
receptor altal kozvetitett direkt negativ inotropiat mérve hatasként). Az NBTI hatasa a
CPA E/c gorbéjére (ugyanabban a modellben) kevésbé Osszetett: csokkenti az Emax-0t

és noveli az ECsp-€t.

Fliggetleniil az E/c gorbe kivitelezéséhez hasznalt Ai receptor agonista
mibenlététdl, az NBTI altal interstitialisan létrehozott endogén adenozin tobblet
jellegzetesen torzitja az E/c gorbét, jelesiil deprimalja a hatés értékeket (koztiikk az Emax-
ot is) €s jobbra tolja a gorbét (vagyis noveli az ECso-et). E torzulas mechanizmusa az,
hogy a tobblet endogén agonista koncentracio és annak hatdsa figyelmen kiviil van
hagyva az E/c gorbe felvétele soran beadott (exogén) agonista koncentraciokhoz rendelt
hatasértékek meghatarozasa soran. Amennyiben az NBTI jelenlétében kialakult E/c
gorbe torzulas kizardlag az NBTI ezen hatasdnak kovetkeztében jon 1étre (vagyis az
NBTI az E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonista szintjét nem befolyéasolja), a torzulés

mértéke alkalmas az endogén adenozin interstitialis tobbletének kvantifikalasara.

Az in silico vizsgalat soran az E/c gorbéknek harom tipusat kiilonboztettiik meg:
torzitatlan, torzult és korrigalt. Az E/c gorbe torzitatlan, ha minden agonistat figyelembe

vesziink (a megfeleld koncentracioban). Az E/c gbrbe torzult, ha a hatds meghatarozéasa

e



(esetiinkben: a hagyomanyosan kiértékelt, NBTI jelenlétében felvett E/c gorbék). A
torzult E/c gorbe korrekcidjanak célja a neki megfeleld torzitatlan E/c gorbe

megszerkesztése.

Az egyetlen agonista hatasat leiro egyenlettel 1étrehozott fliggvények az egyszert
(NBTI-mentes), torzitatlan E/c gorbéket jelenitették meg, mig a két agonista egyiittes
hatasanak egyenlete volt felel0s az 6sszetett (NBTI jelenlétében felvett), de torzitatlan
hagyomanyos kiértékeléssel). Ez utobbi egyenletben az egyetlen koncentracidban
alkalmazott agonista az NBTI altal interstitialisan felhalmozott endogén adenozin
tobbletet modellezte, mig a masik, ndvekvo koncentracidkban figyelembe vett agonista

az E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonistat szimulalta.

Az adenozint egy A, mig a CPA-t B elnevezésii agonistaval modelleztiik. Ennek
megfeleléen az A agonista esetében folyamatos nettd extracellularis termelést, nettd
intracellularis eliminécidt és befelé iranyuld membran transzportot tételeztiink fel. Az
NBTI-t egy un. transzport inhibitor (T1), az FSCPX-et pedig egy un. irreverzibilis
antagonista (IA) modellezte. Az E/c gorbék megszerkesztésekor a hatas értékeket
mindig a szervkadbeli koncentraciokhoz rendelve abrazoltuk (bomlékony agonistak

esetén ugyanis ex Vivo és in vivo viszonyok kozepette csak ezeket ismerjiik).

Elsd 1épésként a torzitatlan E/c gorbéket hoztuk létre az agonizmus operativ
modelljét hasznalva. Ennek a modellnek azt az egyenletét hasznaltuk, ami egyetlen
agonista hatdsat hatarozta meg. Igy két rendszert (IA nélkiili és TA melletti) és két
agonistat (A, B) modelleztiink.

Maisodik lépésként az endogén A agonista tobblet és a vele egylitt jelen 1évo
exogén A vagy B agonista altal kivaltott hatdst az operativ modell kiterjesztett
egyenletével szamoltuk ki. Az A agonista torzitatlan E/c gorbéi ,,beépitett kontrollként”
IS szolgaltak, amikor késobb Osszehasonlitottuk velilk az A agonista korrigalt E/c
gorbéit.

Az A agonista és a B agonista szervkadbeli koncentracidja 10710 és 3,1623 - 1073
kozott volt. A szervkadbeli koncentraciot egyenlonek tekintettiik a receptorkdzeli
koncentracioval a B agonista esetében (minden koriilmények kozott), tovabba az A

agonista esetén TI jelenlétében, de TA eldkezelés nélkiil (szimuldlandd a teljes ENT1
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fiziologiasan miikodé6 ENT1-et). Emellett TI jelenlétekor bevezettiink egy tobblet

receptorkdzeli koncentraciot is az endogén A agonistabol.

Az IA el6kezelést ugy szimulaltuk, hogy a teljes receptor koncentraciot 5-tel
elosztottuk. Ily médon, korabbi FSCPX-szel szerzett eredményeinkkel 6sszhangban azt
feltételeztiik, hogy az A1 receptorok 20%-a maradt miikkodoképes. Az IA és a TI egyiittes
hatasat (a jelen in silico vizsgalatban felvetett lehetséges interakcidjat) tgy vettiik

NSV

crcr

3-mal osztottuk azt a tobblet endogén A agonista koncentraciot is, amellyel a(z

onmagaban végzett) TI kezelés hatdsat szimulaltuk.

Harmadik 1épésként a torzitatlan hatas értékeket az RRM segitségével torzitottuk,
méghozza a Tl altal 1étrehozott tobblet endogén agonista altal kivaltott torzitd hatas és
a korabban megkapott torzitatlan hatasok a felhasznalasaval. Végiil az RRM-mel a
torzult hatasok ismeretében ki tudtuk fejezni a tobblet endogén agonistaval ekvieffektiv
B agonista koncentraciot, melybol a Hill egyenlet segitségével hatasértékeket tudtunk
B agonista intakt receptorszamu rendszerben megszerkesztett egyszer(, torzitatlan E/c
gorbéjének Hill paramétereit alkalmaztuk. Amikor a tobblet endogén agonista altal
kivaltott hatast a csokkentett receptorszdmui rendszerben szadmitottuk ki, a B agonista
gorbéjének Hill paramétereit hasznaltuk. Ezekbdl az RRM segitségével 1étrehozhatok a

korrigalt hatdsok mind az IA nélkiili, mind az IA el6kezelt szimulalt rendszerben.

2.2. Anyagok és ex vivo médszerek

2.2.1. Vegyszerek és oldatok

Kisérleteink soran az alabbi vegyszereket hasznaltuk: adenozin, CPA (N°-
cyclopentyladenosine), NBTI (S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine) ¢s FSCPX
(8-cyclopentyl-N3-[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N*-propylxanthine),
melyeket a Sigma-t6l (St. Louis, MO, USA) vasaroltunk.

Az adenozint 36°C-os modositott Krebs-Henseleit pufferben (Krebs-oldat)
oldottuk fel. A CPA-t 36°C-os 1:4 (v/v) etanol:viz elegyben oldottuk. Az FSCPX és az



NBTI oldészereként dimethyl sulfoxide-ot (DMSO) hasznaltunk. Minden t6rzsoldat
koncentracioja 10 mM volt, kivéve azt az adenozin térzsoldatot, amelyet a 3 mM-0S
szervkadbeli koncentracié kialakitasara alkalmaztunk (erre a célra 20 mM-0s adenozin

torzsoldatot hasznaltunk, amelyet frissen készitettiink, kozvetleniil a felhasznalas el6tt).

2.2.2. Allatok és prepardtumok

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

A tengerimalacokat dekapitaltuk, majd a bal pitvarokat gyorsan eltavolitottuk és
10 mN nyugalmi fesziilés mellett rogzitettiik a 10 ml Krebs oldatot tartalmazo,
fiiggbleges kiképzésli szervkadakban. A bal pitvarokat platinaelektrédok segitségével
pontszeriien ingereltiikk (1 V, 3 Hz, 1 ms), melyet a felhelyezést kovetden azonnal
megkezdtiink a programozhat6d stimuldtor és teljesitmény-erdsitd segitségével. A

kontrakcios erdt az izometrias 6sszehuzodasok amplituddjaval jellemeztiik.

2.2.3. Az ex vivo vizsgalat csoportjai és protokolljai

A kisérlet soran felhasznalt pitvarokat hét csoportra osztottuk (n = 6-10) az
alkalmazott hét kisérleti protokoll szerint. A protokollok 1ényege, hogy felmérik az
adenozinra ¢s a CPA-ra adott direkt negativ inotrép valaszt FSCPX eldkezelés ¢s NBTI
hianyaban és meglétében, beleértve az FSCPX eldkezelés és az NBTI egyszerre valo

alkalmazasat is.

2.2.4. Az ex Vvivo E/c gorbék kiértékelése

Hatéasként a pitvarok kiindulasi kontrakcids erejének szazalékos csokkenését

definialtuk és a beadott agonista koncentraciok fliggvényében abrazoltuk.

Az E/c gorbék empirikus jellemzésére a Hill egyenletet illesztettiik mind az
egyedi, mind atlagolt E/c gorbékre. Az egyedi E/c gorbék Hill paramétereit (Emax, ECso,
n) statisztikai analizisre, ezaltal a csoportok dsszehasonlitdsara hasznaltuk, mig néhany
csoport esetében az atlagolt E/c gorbék Hill paraméterei a torzult E/c gorbék

matematikai korrekciojahoz kellettek.
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2.2.5. A CPA E/c gorbék NBTI okozta torzulasanak kvantifikalasa a régi és az uj

modszer szerint

A tobblet interstitialis adenozin szint kvantifikalasara az RRM-et hasznaltuk. Az
NBTI-vel kezelt CPA csoporthoz tartozd cx érték (az a CPA koncentracid, ami
ekvieffektiv. az NBTI altal okozott endogén adenozin tobblet interstitialis
0j valtozatanak is. Az FSCPX+NBTI kezelt CPA csoporthoz kapcsolodo cx érték (az
endogén adenozin FSCPX+NBTI kezelés soran kialakul6 interstitialis tobbletének CPA

egyenértéke) el0szor az Gj modszer szamara keriilt meghatarozasra.

2.2.6. A torzult adenozin E/c gorbék hatas értékeinek korrekcioja a régi és az uj

modszerrel

Az NBTI altal torzitott adenozin E/c gorbék hatés értékeit az NBTTI altal torzitott
CPA E/c gorbékbdl kapott cx értékekkel korrigaltuk mindkét modszer szerint. E10szor a
Cx-hez tartozod hatast (Ex) hataroztuk meg a Hill egyenlet felhasznalasaval. Amikor az Ex
érteket szamitottuk az atlagolt, csak NBTI kezelt adenozin E/c gorbe korrekciojahoz,
akkor az atlagolt, csak NBTI kezelt CPA E/c gorbéhez tartoz6 cx-et és a kontroll CPA
E/c gorbe empirikus paramétereit helyettesitettiik a Hill egyenletbe. A régi mddszer
szerint az NBTI kezelt CPA E/c gorbe cx értékével korrigaltuk az FSCPX+NBTI kezelt
adenozin E/c gorbét is. Az uj mddszer soran azonban az atlagol FSCPX+NBTI kezelt
adenozin E/c gorbéhez tartozo Ex-et az atlagolt FSCPX+NBTI kezelt CPA E/c gérbéhez
tartozd cx-bol szamoltuk €s az atlagolt, csak FSCPX kezelt CPA E/c gorbe empirikus
paramétereit hasznaltuk a Hill egyenlethez. A torzitott hatasokbdl €s a hozzajuk tartozo

Ex értékekbdl azutan az RRM segitségével szamoltuk Ki a korrigalt hatasokat.

2.2.7. Adatfeldolgozas

A gorbék illesztéséhez hasznalt egyenletekben a koncentracidkat tizes alapt
logaritmusban fejeztiik ki. Az adatok normalitasat Sharpo-Wilk teszttel ellendriztiik.
Két adathalmazt, ha mindketté megfelelt a normalitas tesztnek, parositatlan t-probaval
hasonlitottunk 06ssze. Ha barmelyik nem felelt meg, Mann-Whitney U-tesztet
hasznaltunk. Tobb mint két normalis eloszlasu adathalmazt Tukey post-teszttel
kombinalt egyszempontt varianciaanalizissel (one-way ANOVA, Geisser-Greenhouse

korrekcidval) hasonlitottunk ossze.
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A statisztikai elemzéshez €s a gorbeillesztéshez a GraphPad Prism 7.04 szoftvert
hasznaltuk (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). A tobbi szamitast Microsoft
Office Excel 2016 szoftverrel végeztiik (Microsoft Co., Redmond, WA, USA).
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3. Eredmények

3.1. Insilico eredmények

Az A agonista (adenozint szimulald) és a B agonista (CPA-t szimuldlo) IA
(FSCPX szimulacio) nélkiili, vagyis intakt receptor populacioval rendelkezd
rendszerben szimulalt E/c gorbéinek alakja és pozicioja igen hasonld volt azokhoz az
adenozin és CPA E/c gorbékhez, melyek FSCPX elokezelés nélkiili ex vivo tengerimalac

pitvaron lettek felvéve a munkacsoport korabbi kisérlete soran.

A TI (NBTI szimulacio) kezelés az A agonista E/c gorbéjét balra tolta €s kissé
csokkentette a maximalis hatast, csakugy, mint ahogy azt a 10 umol/L NBTI kezelés
tette az adenozin E/c gorbével a biologiai rendszerben. Mivel a szimuldcid soran tobb
tényezot kellett harmonizalni, ez a hatds valamivel kisebb volt a szimulalt modellben,
mint a biologiaiban. A 10 pumol/L FSCPX ¢és 10 pmol/L NBTI egyiittes alkalmazasanak
meglepd hatdsa az adenozin E/c gorbére (vagyis az, hogy ENT1 blokad mellett az
irreverzibilis A1 receptor antagonista fokozta az adenozin maximalis hatasat) azonban
nem volt in silico reprodukalhato azzal a feltételezéssel, hogy a TI az IA eldkezeléstol
fliggetleniil hat. Ezzel szemben, amikor interakciot feltételeztiik az 1A és a TI kozott, a
harom E/c gorbe relativ helyzetét sikertilt a biologiai rendszerben lathatohoz hasonléva
tenni. Ezen vizsgalat soran azt feltételeztiik, hogy az el6zetes 1A eldkezelés gatolta a TI
hatasat.

A TI kezelés balra tolta a B agonista E/c gorbéjét és meérsékelten csokkentette
annak maximalis hatasat, 6sszehasonlitva a B agonista egyszert, torzitatlan és IA nélkiili
E/c gorbéjével (amely a kontroll gorbét képviseli). Ez megfelel az ex vivo CPA E/c
gorbék viselkedésének, melyeket 10 umol/L NBTI hidnyaban, illetve jelenlétében
vettiink fel. Az RRM becslése a transzportgatlas miatti tobblet A agonista
koncentraciora egyébként majdnem megegyezett a szimulacidban elére meghatarozott
értékkel (3.86:1077 és 4-1077).

A transzportgatlas hatasara fellépd agonista akkumuldcid torzité hatdsanak
korrekciojat kovetden az E/c gorbék ugyanazt az elrendez6dést mutattak az in silico és
az ex vivo rendszerekben. Az A agonista telité koncentracioinal a csak TI-vel kezelt E/c
gorbe hatas értékei meghaladtdk az IA-val és TI-vel egyarant kezelt E/c gorbe hatés

értékeit, igaz, nem sokkal, a gorbék hatés értékei szinte azonosak voltak. Ez az eredmény
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megerdsiti azon korabbi vizsgalataink eredményeit, amelyek szerint az adenozin direkt
negativ inotrop hatasara vonatkozd A1 receptor rezerv igen nagy tengerimalac pitvarban.

Az A agonista korrigalt TI kezelt (és 1A elOkezelés nélkiili) E/c gorbéje a
varakozasoknak megfeleléen gyakorlatilag atfedett a neki megfeleld torzitatlan E/c
gorbével (amely a korrekcio beépitett kontrolljaként szolgalt). Ezzel szemben a korrigalt
IA elékezelt és TI kezelt E/c gorbe jelentdsen meghaladta a torzitatlan parjat (a beépitett
kontrollt) az A agonista kis és kozepes koncentracidinal, melynek oka az IA és a TI

kozott modellezett interferencia.

3.2. Exvivo eredmények

Az exogén adenozin koncentracidfiiggben csokkentette az Osszes pitvar
kontrakcios erejét. Az elsd adenozin E/c gorbék Hill paraméterei nem mutattak
szignifikans kiilonbségeket a kisérleti csoportok kozott. Ez a megfigyelés a vizsgalathoz

hasznalt pitvarok homogenitadsat mutatja.

Korabbi megfigyeléseinkkel 6sszhangban az NBTI kezelés a CPA E/c gorbét
jelentdsen deprimalta (csokkentve a Emax-Ot) €s jobbra tolta (ndvelve a logECso-et) a
kontroll CPA E/c gorbével Osszehasonlitva. Kordabbi megfigyeléseinkkel szintén
0sszhangban az FSCPX eldkezelés a CPA E/c gorbét mérsékelten jobbra tolta a kontroll
CPA E/c gorbéhez képest (ndvelve a logECso-et). Az FSCPX ¢és az NBTI egyiittes
alkalmazasa ugyanakkor a CPA E/c gorbe lefutdsan a kizarolag FSCPX-szel eldkezelt
CPA E/c gorbéhez képest szinte semmit nem valtoztatott, eltekintve a maximalis hatas
¢s a Hill koefficiens enyhe, nem szignifikdns csokkentésétdl. Ez azt jelenti, hogy az
FSCPX clokezelés szinte teljesen felfiiggesztette az NBTI hatasat a CPA-ra adott
valaszra.

Az NBTI hatasara felhalmozodott tobblet interstitialis adenozin 100,2 nM CPA-
val, mig az FSCPX és NBTI egyiittes kezelés hatasara felszaporodo tobblet interstitialis
adenozin csak 6,73 nM CPA-val bizonyult ekvieffektivnek. Igy az FSCPX elékezelés

egytizedre csokkentette az izolalt tengerimalac pitvarban.

Ahogyan az vérhatd volt az NBTI szignifikdnsan deprimalta és balra tolta az
adenozin E/c gorbét a kontrollhoz képest (bar a maximalis hatas csokkenése nagyobb

volt, mint kordbban). A varakozasoknak megfelelden az FSCPX eldkezelés pedig jobbra
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tolta az adenozin E/c gorbét a kontrollhoz képest, nagyjabdl annyira, mint a CPA E/c
gorbe esetében. Az FSCPX+NBTI kezelés ugyanakkor olyan adenozin E/c gorbét hozott
létre, melynek Emax értéke gyakorlatilag megegyezett a kontroll (valamint a kizar6lag
FSCPX elokezelt) adenozin E/c gorbe Emax-aval, logECso értéke viszont hasonlo volt a
kizarolag NBTI kezelt adenozin E/c gorbe logECso-ével. Az FSCPX eldkezelés tehat
gatolni latszik az NBTI néhany, de nem minden hatasat az adenozinra adott valaszra.

A jelen vizsgalatban ezen interferencia mértéke szokatlanul nagy volt (csakagy,
ahogy az NBTI deprimal6 hatdsa is igen kifejezett volt a korabbi tapasztalatokhoz
képest). Az FSCPX eldkezelés szignifikansan novelte a CPA-ra és az adenozinra adott
valaszt is, nemcsak magas koncentraciokban, hanem kdézepes koncentraciokban is,
amikor az FSCPX-NBTI kezelt E/c gorbéket a kizarolag NBTI kezelt gorbékkel
hasonlitottuk 6ssze. Az FSCPX eldkezelés ugyanakkor nem befolyasolta szignifikansan
az NBTI erd6teljes balra told hatdsat az adenozin E/c gérbére. Ennek eredményeként az
FSCPX-NBTI kezelt és a csak FSCPX el6kezelt CPA E/c gorbe alig kiiloniilnek el, mig
az FSCPX-NBTI kezelt és a csak FSCPX elokezelt adenozin E/c gérbe egymastol a
lehetd legtavolabb helyezkednek el.

Egy masik megkdzelités ennek az interferencianak a bemutatasara, ha az NBTI
kezelt E/c gorbék és a nekik megfeleld kontroll E/c gorbék kozotti kiilonbségeket
hasonlitjuk 6ssze az FSCPX-NBTI kezelt E/c gorbék ¢s a megfeleld csak FSCPX
elokezelt E/c gorbék kozotti kiilonbségekkel. Ily modon olyan pitvarokat hasonlitunk
0ssze, amelyeknek hasonld nagysagu a miikodoképes A1 receptor készlete. A CPA E/c
gorbéket illetéen az NBTI 6nmagaban kb. 16,7%-kal csokkentette az Emax-ot és az E/c
gorbe tizszeres jobbra tolodasat eredményezte. Ezzel szemben FSCPX eldkezelés utan
az NBTI csak 2,9% -kal csokkentette az Emax-ot és nem valtoztatta meg az E/c gorbe
helyzetét (tehat az ECso-et). Az adenozin E/c gorbék esetében az NBTI 6nmagaban
19,8%-kal csokkentette az Emax-ot é€s 15-szOros balra tolodast okozott. Az FSCPX
elokezelés utdn azonban az NBTI 3,6%-kal csokkentette az Emax-ot (hasonl6an a CPA-
val kapott eredményekhez), mikozben hatalmas, mintegy 158-szoros eltolodast
eredményezett balra.

A korrigalt, csak NBTI kezelt adenozin E/c goOrbe jelentésen meghaladta
korrigalatlan (hagyomanyosan értékelt) parjat. A korrigalt, csak NBTI kezelt adenozin
E/c gorbe maximuma elérte kontrolljanak maximumat. A korrigalt, csak NBTI kezelt
adenozin E/c gorbe kiindulasi pontja az a hatés volt, amit az NBTI miatt felszaporodé

interstitialis adenozin onmagaban valtott ki intakt (FSCPX nélkiili) A1 receptor
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készleten. Az (1j modszer alkalmazasakor a korrigalt FSCPX-NBTI kezelt adenozin E/c
gorbe mélyen a korrigalt, csak NBTI kezelt adenozin E/c gorbe alatt kezdddott, de
gyakorlatilag ugyanazt a maximumot €rte el, mint a kontroll gorbe €s a korrigalt, csak
NBTI kezelt adenozin E/c gorbe. Korabbi megallapitasunknak megfelelden ez is azt
bizonyitja, hogy az A: receptor rezerv igen nagy az adenozin direkt negativ inotrop
hatdsara nézve tengerimalac pitvaron. Ez azt mutatja, hogy a régi modszerrel kapott

eredmények tulbecsiilik a kérdéses receptor rezervet, de csak kismértékben.
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5.  Megbeszélés

5.1. Azinsilico eredmények értelmezése

Az in silico vizsgalatunk bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy az altalunk
kidolgozott kvalitativ modszerrel megbizhatéan lehet értékelni az adenozin — mint
gyorsan metabolizal6do endogén agonista — altal kivaltott direkt negativ inotrop hatasra
vonatkozd A1 adenozin receptor rezervet izolalt és ingerelt tengerimalac bal pitvaron.
Ugyanakkor a szimulacids vizsgalatunk sordn azt is megallapitottuk, hogy az FSCPX
elokezelés feltehetéen gyengiti az NBTI hatdsat az A1 adenozin receptor stimuldcio
hatdsat tiikr6zé E/c gorbékre. Tovabbi eredményiink, hogy az FSCPX elOkezelést
kovetdé NBTI kezelés mellett felvett adenozin E/c gorbe a kozelmultban publikalt
modszeriinkkel végzett korrekcido utan tulbecsiili a receptor rezervet, de ez csak
kismértékii. Ennek kikiiszobolésére a késébb ismertetendd ex vivo vizsgalatunk soran

egy Uj, javitott mdodszert ajanlottunk, ami mentes ettdl a hibatol.

In silico vizsgalatunk tehat megerdsitette, hogy — a korabban ismertetett
eredményekkel 0sszhangban — a tengerimalac bal pitvari A; receptorok rezervje az
adenozin direkt negativ inotrép hatasdra nézve tovabbra is nagynak tekinthetd.
Ezenkiviil a szimulécids eljards megbizhatdo modszerként validalta az altalunk hasznalt
receptor rezerv becsld6 modszert, noha felvetette annak egy tovabbfejlesztési

lehetdségét.

Ugy latjuk tovabba, hogy elengedhetetlen a receptor rezerv fogalmanak a
poszttradicionalis receptorelmélet korszakéhoz valo igazitasa, ideértve a receptor rezerv
hozza tartozo posztrecepcids jelatviteli utvonalakat is magaba foglald, szovetfiiggd
funkcionalis egység). A receptor rezerv gyakorlatias meghatarozasanak transzlacios
kovetkezményei lehetnek, amelyek felhasznalhatoak a racionalis

gyogyszerfejlesztésben.

5.2. Az exVvivo eredmények értelmezése

A jelen értekezést megalapoz6 ex vivo vizsgalatunk f6 megallapitasa, hogy az
FSCPX (irreverzibilis A1 receptor antagonista) elokezelés szelektiven befolyasolja az
NBTI (ENT]1 inhibitor) egyes hatasait az adenozin és a CPA (A1 receptor agonistak) E/c
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gorbéire izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvaron. Mig az FSCPX eldkezelés
erételjesen gatolja az NBTI depressziv (Emax csokkentd) hatasat mind az adenozin, mind
a CPA esetében, nem érinti lényegesen az NBTI hatasat az adenozin E/c gorbe ECso
értekére. Ennek megfelelden az ezt megeldzo in silico vizsgalat azon megallapitasat,
miszerint az FSCPX elOkezelés Uigy altalanossagban gatolja az NBTI hatasat, az 0j ex
Vivo eredmények fényében finomitani kell. Ugy tiinik, hogy az FSCPX elékezelés
mérsékli az NBTI hatdsat az endogén adenozin interstitialis szintjére, de nem
FSCPX célpontja tehat (az A1 receptor mellett) nem lehet az ENTL1 transzporter vagy
barmely mas olyan molekula, amely részt vesz az NBTI exogén adenozin szintre
gyakorolt hatdsdnak kozvetitésében. A kérdéses extra célpont inkabb egy (vagy néhany)
olyan molekula lehet, amely kizar6lag az NBTI endogén adenozin koncentraciora
kifejtett hatasaval van kapcsolatban. llyen(ek) lehet(nek) az interstitialis adenozin
termelésében részt vevo enzim(ek).

Ha az FSCPX csak egyszer(i irreverzibilis A1 antagonista lenne, akkor az NBTI
kezelt CPA E/c gorbén csak jobbra tolodast eredményezne (ndvelve annak az ECso
értékét). Amikor az FSCPX+NBTI kezelést alkalmaztuk az adenozin E/c gorbe
esetében, az NBTI Emax csokkentd hatasa megsziint, mig az NBTI ECso csokkentd hatdsa
gyakorlatilag valtozatlan maradt. Az E/c gorbék ezen viselkedése ellentmond annak az
altalanos vélekedésnek, hogy az FSCPX csak irreverzibilis A receptor antagonistaként
fejti ki hatasat.

Az FSCPX (A1 receptoron kiviili) célpontjanak egy olyan molekulanak kell
lennie, amely az NBTI endogén adenozin szintet noveld hatdsaval all kapcsolatban.
Azok az enzimek az elsddleges jeloltek, amelyek részt vesznek az interstitialis adenozin
képzddésében. Redlisan feltételezhetd, hogy az FSCPX, amely kapcsolodni tud az
adenozin kotohelyéhez az Ai receptoron, ugyanezt meg tudja tenni egy (vagy tobb)
enzim adenozin kotéhelyén is. Ha valoban ez a helyzet, az FSCPX el6kezelés tartdsan
csOkkenti az interstitialis adenozin szintet. Mivel a nyugalmi interstitialis adenozin
koncentracio észrevehetetleniil kis negativ inotrop hatast valt csak ki tengerimalac
pitvarban, annak FSCPX okozta csokkenése Onmagaban szintén nem észrevehetd (a
negativ inotropia vizsgalatdval). Ha azonban FSCPX el6kezelés eredményeként kisebb
az interstitialis adenozin-termelé képesség, az NBTI Iényegesen kevésbé képes

megemelni az endogén adenozin interstitialis szintjét, mint €p interstitialis adenozin
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termelés mellett. Az interstitialis adenozin szint kisebb ndvekedése (az E/c gorbe
felvétele elott) latvanyos valtozasokat idézhet eld mind az adenozin, mind a CPA E/c

gorbéin (az Emax kevésbé csokken, az ECso pedig kevésbé no).

Egy késdbbi munkank sordn, ami mar nem része a jelen disszertaciot megalapozo
vizsgalatoknak, munkacsoportunk in silico reprodukalta a jelen értekezés ex vivo
eredményeit. Ez megerdsitette ex vivo vizsgalatunk azon megallapitasat, hogy az
FSCPX gatolja az endogén adenozin NBTI okozta interstitialis felhalmozddasat, mig a
kiviilrdl beadott adenozin sorsait nem befolyasolja. Ez tovabb erdsiti azon
hipotézisiinket, hogy az FSCPX (irreverzibilis A1 receptor antagonista viselkedése

mellett) valahogyan az interstitialis adenozin termelést is képes csokkenteni.

19



6. Osszefoglalas

A jelen értekezés alapjaul szolgald in silico vizsgalatunkban korabban izolalt,
ingerelt tengerimalac bal pitvaron adenozinnal és CPA-val (A: adenozin receptor
agonistak) felvett koncentracio-hatéas (E/c) gorbéket reprodukaltunk azzal a céllal, hogy
validaljuk receptor rezerv becsld kvalitativ modszeriinket, melyet az adenozin direkt
negativ inotrop hatasara vonatkozé Ai adenozin receptor rezerv meghatdrozasara
fejlesztettiink ki. Az adenozin ¢él6 szovetben gyors metabolizmusa miatt rovid
féléletidejii endogén agonista, ami ezért nehezen vizsgalhatdé in vivo és ex Vivo
rendszerekben. Eredményeink megerdsitették modszeriink megbizhatdsagat és
potencidlis jelentdségét agonista hatdanyagok tesztelése soran. Szamitdogépes
szimulacionk emellett ravilagitott arra, hogy az eredeti ex vivo vizsgalat soran hasznalt
két vegyiilet, az FSCPX (irreverzibilis A1 receptor antagonista) és az NBTI (adenozin
transzport gatlo) kozott, hatasaik szintjén, kdlcsonhatas 1éphet fel: az FSCPX eldkezelés
gyengitheti az NBTI hatésait az A1 receptor agonistakkal felvett E/c gorbékre, ami miatt

receptor rezerv becsld modszeriink kismértékben talbecsiilheti az A1 receptor rezervet.

A jelen értekezés alapjaul szolgaldé ex vivo munkank sordn az el6z6
vizsgalatunkban szimulalt ex vivo adenozin és CPA E/c gorbéket vettiik fel Gjra, de
kibdvitett protokollt kdvetve. Eredményeink tlikrében finomitanunk kellett korabbi
hipotézisiinket az FSCPX ¢és az NBTI kozotti interakciora vonatkozoan: az FSCPX
elokezelés nem gatolja az NBTI azon hatdsait, melyeket az exogén adenozin
intracelluldris bontasanak gatlasan keresztiil fejt ki, csak azokat, amelyeket az endogén
elott). Az FSCPX tehat az Aj receptor tartos inaktivalasan kiviil egy masik, eddig rejtve
maradt hatdsmechanizmussal is rendelkezik. Erre vonatkozoan felallitott hipotézisiink
szerint az FSCPX tartosan gatolhat egy (vagy tobb) olyan enzimet is, amely(ek) részt
vesz(nek) az interstitialis adenozin termelésben. Ezen a mechanizmuson keresztiil az
ennek minden hatasat az A receptor agonistak E/c gorbéire. Igazoltuk korabbi in silico
feltételezésiinket is, miszerint receptor rezerv becsld modszeriink eredeti verzidja
kismértékben tulbecsiili az A1 receptor rezervet. A probléma megoldasara médositottuk

modszeriinket, a receptor rezerv becslésére a tovabbiakban ezt az ) modszert ajanljuk.
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