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Experiments are the only means of knowledge at our disposal. The rest is poetry,

imagination.

Max Planck
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1. Roviditések

5-HT: 5-hidroxi-triptamin (szerotonin)

AC: adenilat-ciklaz

ADA: adenozin dezaminaz

ADP: adenozin-difoszfat

AEA: anandamid

AMP: adenozin-monofoszfat

ANOVA: varianciaanalizis

APP: amiloid prekurzor protein

ATP: adenozin-trifoszfat

CBD: kannabidiol

CB receptor: kannabinoid receptor

CD39: ekto-apiraz

CD73: ekto-5'-nukleotidaz

CHA: Nf-cyclohexyladenosine

CPA: Ni-cyclopentyladenosine

DM: diabétesz mellitusz

DMSO: dimetil-szulfoxid

E/c: koncentracio-hatés

ECso: maximalis hatas feléhez tartozé agonista koncentracio
EFGR: epidermalis novekedési faktor receptor

Emax: maximalis hatés

ENT1 (avagy SLC29A1): nitrobenziltioinozin-érzékeny ekvilibrativ nukleozid transzporter
E-NTPDaz: ektonukleotidaz

FAAH: zsirsav-amid-hidrolaz

FSCPX: 8-cyclopentyl-N°-[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N!-propylxanthine
GFAP: gliafibrillaris savas fehérje

HPA tengely: hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely
IL-1pB: interleukin-1 béta

iNOS: indukélhat6 nitrogén-monoxid-szintaz

NBMPR: S-(4-nitrobenzyl)-6-thioinosine

NBTI: $-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine



NF-«xB: nuklearis faktor-kappa B

NK sejt: természetes 0l6sejt (natural killer sejt)

NO: nitrogén-monoxid

NOD egér: non-obese diabetes-prone egér

PLC: foszfolipaz-C

POM-1: natrium-polioxometallat

PPARY: peroxiszéma proliferator aktivalt receptor-y

PSB-12379: dinatrium N’-benzyl-a,B-methyleneadenosine-5'-diphosphate
RRM: receptorialis valaszkészség modszer (receptorial responsiveness method)
SD: standard deviacio

SEM: az atlag standard hibdja (standard error of the mean)

THC: A%-tetrahidrokannabinol

TNF-a: tumornekrdzis faktor-o

UDP: uridin-difoszfat

UTP: uridin-trifoszfat

ZDF: Zucker Diabetic Fatty



2. Bevezetés és célkituzések

2.1. A purinerg transzmisszio

A purinerg receptorokat, melyek kezdetben egy csalddot alkottak, jelenleg kétfelé
oszthatjuk, P1 (P1R) és P2 (P2R) csoportra. A P1 avagy adenozin receptorok csaladjan beliil 4
(al)tipust kiilonboztetiink meg: A1R, A2aR, A2sR, AsR. A P2 receptorok 2 csaladra oszthatok:
az ionotroép P2X és a metabotrop P2Y. A P2X csalddon beliil 7 receptor tipust (P2X;.7R), a P2Y
csaladon beliil pedig 8 receptor tipust (P2Y 1R, P2Y2R, P2Y4R, P2Y¢R, P2Y 1R, P2Y12R,
P2Y 3R, P2Y14R) kiilonitettek el. A P1 receptorok endogén ligandja az adenozin (ezért ez adja
a csaldd jelenleg hivatalos nevét), a P2 receptorokat viszont szdmos nukleotid (¢és foszfatjaik)
képesek aktivalni. A P2X.7 receptorok, a P2Y2R és a P2Y 1R f6éleg ATP-vel stimulalhatok, a
P2Y1, P2Y 12 és P2Y 3 receptorok inkdbb ADP-vel, mig a P2Y R mindkettével. A P2Y2R és a
P2Y4R agonistdja az UTP, a P2Y4R és a P2Y 14R pedig UDP-re érzékeny. A purinerg jelatvitel
szamos ¢lettani folyamatban vesz részt, mint példaul a sejtproliferacid, angiogenezis,
vérlemezke aggregacid, immunvalasz, valamint az értonus szabalyozasa. Szamos tanulmany
szerint a purinerg jelatvitel megvaltozhat kiillonb6z6 cardiovascularis betegségekben, koztiik
atherosclerosisban, ischaemias szivbetegségben, hypertensioban, pulmonalis hypertensioban és
diabéteszben, ami hozzajarul a cardiovascularis diszfunkcio, vascularis remodelling, koéros

érpermeabilitas és gyulladas patomechanizmusahoz (Zhou és mtsai, 2020) (1. ébra).

Az adenozin receptorok mindegyike, tovabba sok P2 receptor is (P2XiR, P2XoR,
P2X3R, P2X4R, P2X7R, P2Y1R, P2Y2R, P2Y4R, P2YeR, P2Y11R és P2Y12R) ubikviter
expressziojuak a cardiovascularis rendszerben és fontos szabalyozé funkcidjuk van. Mind a
négy adenozin receptor expresszalodik a cardiomyocytdkban, az endotéliumban és a vascularis

simaizomsejtekben is (Burnstock és mtsai, 2017).

Az AR és az A3R gatldo mdédon kapcsolodik az adenilat-ciklazhoz a Gy, fehérje a-
alegységén keresztiil, igy ezen receptorok aktivacioja a cAMP szint csokkenésében nyilvanul
meg. Az AxaR és AxgR serkentd jelleglien kapcsolodik az adenilat-ciklazhoz Gs révén, igy ezek
aktivacidja noveli a cAMP szintjét. Az AiR negativ trop hatasokat kozvetit a szivben, ezzel a
B-adrenerg hatasok ellen dolgozva. Az AxaR aktivacid indirekte fokozza a szivizom
kontraktilitdsat az A1R-medialt antiadrenerg hatasok gatlasa révén, mig az AzgR direkt pozitiv

inotrop hatast kozvetit anélkiil, hogy hatna a B-adrenerg vagy AiR-medialta antiadrenerg



folyamatokra. Az AsR stimulélésa erdsit egyes AiR-medialta kardioprotektiv hatdsokat, de

cardiomyocyta apoptdzist is indukalhat (Wernly és Zhou, 2020).
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1. abra. A purinerg transzmisszio. A1/, Axans: A1, Az, Aza, Azg (al)tipust adenozin receptorok;
AC: adenilat-ciklaz; cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat; Gi/Gi,: adenilat-ciklaz gatlé G-
fehérje; Gq: foszfolipaz-C aktivalé G-fehérje; Gs: adenilat-ciklaz stimulalé G-fehérje; P2X.7:
P2X1-7 P2 receptorok; P2Y1/2/4/6/11/12/13/14: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14
P2 receptorok; PLC: foszfolipaz-C; ADP: adenozin-difoszfat; ATP: adenozin-trifoszfat; UDP:
uridin-difoszfat; UTP: uridin-trifoszfat (Wernly és Zhou, 2020, alapjan)

2.2. Adenozin, adenozin anal6gok, receptorok

Az adenozin purin nukleozid, ami adeninbdl és rib6zbdl 4ll. Kiilonleges szerepet jatszik
a nukleinsav metabolizmusban azaltal, hogy a szervezetben szdmos fiziologias és koros
folyamatot befolyasol. Az adenozin ugyanis nem csak szdmos enzim ¢€s transzporter
szubsztratja, hanem az adenozin receptorok f6 agonistija is (Fredholm és mtsai, 2001,
Fredholm és mtsai, 2011). In vivo féléletideje igen kicsi (<1 s) (Borea és mtsai, 2018).

Az adenozin receptorok (A1, A2a, Ao €s A3) 7 transzmembran doménnel rendelkezd,
G-fehérje kapcsolt receptorok: (Adriaan és mtsai, 2022). Vizsgalataink kdzéppontjaban az A
adenozin receptor (a tovabbiakban: A receptor) allt, melynek stimulalasa testszerte protektiv
¢s regenerativ folyamatokat indit el (Fredholm és mtsai, 2001; Szentmiklosi és mtsai, 2011;
Headrick és mtsai, 2013; Lasley, 2018). Ez a szivizom domindns adenozin receptor-tipusa,
amely szamos energiaigény-csokkentd folyamatot indit el, beleértve a negativ trép hatasokat,
elsésorban a supraventricularis szivizmon (Fredholm és mtsai 2001; Belardinelli és mtsai, 1995,
Headrick és mtsai, 2013; Ines és mtsai, 2023). A supraventricularis szivizomban az adenozin
képes a kontrakcids erdt a nyugalmi szint ala is csokkenteni (direkt negativ inotrép hatés)

(Fredholm ¢és mtsai, 2001; Belardinelli és mtsai, 1995). Ennek megfelelden az izolalt, ingerelt



bal pitvarban a direkt (azaz a kontrakcids erd eldzetes fokozéasa nélkiili) negativ inotrép hatas
az A1 receptor mikddésének jol mérhetd és megbizhatdo kimeneti valtozojaként szolgalhat
(Belardinelli és mtsai, 2015; Fredholm ¢és mtsai, 2001; Gesztelyi és mtsai, 2013).

A CPA (N’-cyclopentyladenosine) és a CHA (N°-cyclohexyladenosine) szintetikus
adenozin analogok, amelyek szelektiv, bioldgiailag stabil (enzimrezisztens, kiilondsen a CHA
[Pavan és mitsai, 1998]), ENTl-en (nitrobenziltioinozin-érzékeny ekvilibrativ nukleozid
transzporter) keresztiil kismértékben transzportalddé és nagy hatékonysagu (kiilondsen a CPA

(Gesztelyi és mtsai, 2013) teljes agonistai az A receptornak (2. abra).
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2. abra. Az adenozin, a CPA ¢és a CHA szerkezete (balrdl jobbra)

Az ENT1 (més néven SLC29A1), a sziv egyik f6 ekvilibrativ adenozin transzportere
(Thorn és mtsai, 1996; Dekanski és mtsai, 2004; Boswell-Casteel és mtsai, 2017), befolyasolja
a kiilonb6z6 nukleozidok és exogén nukleozid analogok eloszlasat és szintjét (Deussen és mtsai,
1999, 2006; Choi ¢és mtsai, 2012; Boswell-Casteel és Hays, 2017). Az adenozin gyorsan
metabolizal6odo szubsztrat, amelynek nettdé képzddése az interstitiumban, nettd eliminécidja
pedig a sejteken beliil torténik (Deussen és mtsai, 1999, 2006). A passziv adenozin transzport
tehat a sejtekbe iranyul (példaul az endotéliumba és a szivizomsejtekbe), igy az ENT1 gatlasa
2006). Az ENT1-en keresztiili adenozin-transzport jelentdsége az interstitialis adenozin szint
szabalyozasaban (és ezaltal az adenozin altal kivaltott védéfolyamatokban) - hossza tava
ischaemia sordn - az ENT1 csokkent expresszidjaban és aktivitdsaban tiikr6zddik (Choi és
mtsai, 2012; Boswell-Casteel és Hays, 2017). Az ennek kovetkeztében megemelkedett
interstitialis adenozin koncentracié fokozza az adenozinerg jelatvitelt az adenozin receptorok

ortoszterikus kotOhelyének sejtfelszini lokalizacidja miatt (Fredholm és mtsai, 2001).



A nitrobenziltioinozin szdrmazékok (pl. NBMPR ¢s NBTI, lasd: 3. dbra) olyan adenozin
analogok, amelyek az ENT1 szelektiv inhibitorai. A nitrobenziltioinozinok jelentés mértékben
képesek modositani a sejtmembrant athidalé ENT1 altal szallitott molekuldk szoveti eloszlasat,
foleg, ha ez utobbiak keletkezése €s elbomlasa nem hasonlo a sejtmembran altal elvalaszott két
kompartmentben. Az adenozinra nettd extracellularis keletkezés és intracellularis eliminéacid
jellemzd, ami befelé iranyulo transzportot tart fenn az adenozinra nézve. Ebbdl kovetkezden az
ENT]1 gatlasa noveli az extracelluldris adenozin koncentraciot. Mivel az adenozin a sejtekben
nagyrészt ATP-vé épiil, a fennmaradd6 mennyiség pedig dontéen S-adenozil-homocisztein
formaban raktarozodik, az intracellularis szabad adenozin koncentracid (energetikailag intakt

sejtekben) mindenképpen alacsony lesz (Deussen és mtsai, 1999, 2006).
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3. abra. Az NBMPR [S-(4-nitrobenzyl)-6-thioinosine] (balra) és az NBTI [S-(2-hydroxy-5-
nitrobenzyl)-6-thioinosine] (jobbra) szerkezete

Az FSCPX (4. ébra) is adenozin analdg, melyet szelektiv, irreverzibilis A receptor
antagonistaként ismernek (Lorenzen és mtsai, 2002; Scammells és mtsai, 1994; Srinivas ¢és
mtsai; 1996; Gesztelyi és mtsai, 2013). Lipidoldékony, vizben gyorsan bomlik (van Muijlwijk-

Koezen és mtsai, 2001).
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4. abra. Az FSCPX (8-cyclopentyl-N°-[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N’-
propylxanthine) szerkezete



2.3. Az adenozin transzport gatlok és az FSCPX hatasa az A; adenozin receptor

agonistak E/c gorbéire

A nitrobenziltioinozinok drasztikusan atformaljdk az adenozin receptor agonistak
koncentracio-hatas (E/c) gorbéjét két mechanizmus révén, amelyeket altalanos, illetve
specifikus hatasoknak nevezhetilink (Erdei és mtsai, 2018). Az un. altalanos mddositd hatas az
Osszes adenozin receptor agonista E/c gorbéjét érinti, mivel ezt az endogén adenozin
interstitialis szintjének valtozasa kozvetiti, ami a transzmembran adenozin dramlas blokkolasa
miatt kovetkezik be. A szivben az ENT1 gatldsa altalaban megndveli az endogén adenozin
belsejébe irdnyul (Deussen és mtsai, 1999, 2006). Ez az altalanos hatas az Emax cs6kkenésében
¢s az ECso novekedésében nyilvanul meg (a roviditések magyarazatat lasd: 1. egyenleta 3.1.2.4.

alfejezetben) (5. ébra, bal panel) (Erdei és mtsai, 2018).

A nitrobenziltioinozinok specifikus moddositd hatasa csak az ENTl1-en keresztiil
nagymértékben transzportadlddd adenozin receptor-agonistdk (pl. maga az adenozin) E/c
,megkimélddésébdl” (lassabb csokkenésébdl) fakad az E/c gorbe felvétele sordn (az ENT1
gatlasa miatt, ami egyébként eltavolitand ezeket az agonistdkat a sejtfelszini receptoraik
mikrokdrnyezetébdl). Abban az esetben, ha a specifikus hatast onmagéaban vizsgaljuk, noveli
az Emax-ot és csokkenti az ECso-et (tehat éppen ellenkezéleg, mint az altalanos hatas). Altalaban
az altalanos ¢€s specifikus hatdsok ereddjét észleljiik, amely a mi vizsgélatainkban az Emax €s az

ECso egyidejli csokkenése volt (5. abra, jobb panel) (Erdei €s mtsai, 2018).

Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai soran megfigyelte, hogy az FSCPX-szel torténd
elokezelés paradox modon ndvelte az adenozinra €s a CPA-ra adott direkt negativ inotrop
valaszt, de csak akkor, ha NBTI is jelen volt a rendszerben (5. abra) (Kiss és mtsai, 2013; Pak
¢s mtsai, 2014; Erdei és mtsai, 2018). Az ,,FSCPX paradoxon” felolddsidra az volt a
feltételezésiink, hogy az FSCPX el6kezelés gatolta az NBTI altalanos hatasat (mig a specifikust
nem), melyre egy lehetdség az interstitialis adenozin termelés gatlasa (Erdei és mtsai, 2018).

A jelen disszertacidt megalapozd vizsgalatainkig ez a hipotézis egyetlen kisérleti
modellbdl (izolalt és ingerelt tengerimalac bal pitvar) kapott ex vivo adatokon alapult adenozin,
CPA, FSCPX ¢és NBTI alkalmazasaval (ahogyan arra a 5. 4bra is utal). Ezen adatok
értelmezéséhez kordbban egy egyszerli matematikai modellt dolgoztunk ki (Gesztelyi és mtsai,

2004; Grenczer ¢és mtsai, 2010a), majd alkalmaztunk (Zsuga és mtsai, 2017; Szabo és mtsai,



2019a). Az FSCPX paradoxon magyarazatara azt a hipotézist fogalmaztuk meg, hogy az
FSCPX géatolhat egy (vagy néhany) enzimet, amelyek részt vesznek az adenozin interstitialis
képzésében (Erdei és mtsai, 2018; Szabo és mtsai, 2019a). E feltételezés megengedi, hogy az
FSCPX csak az NBTI altalanos modosité hatasat gatolja (az endogén adenozin interstitialis
szintjének csokkentésével), de ne befolyasolja az NBTI specifikus modositd hatasat (amit a jol
transzportalddo exogén agonistak - esetiinkben adenozin - szintjének novekedése - pontosabban

lassabb csokkenése - okoz) (6. abra).

1007 # Kontroll NBTI-hez
& NBTI

¥ FSCPX

4 FSCPX+NBTI

1007 & Kontroll gérbe (NBTI-hez)
4 NBTI gbrbe

¥ FSCPX gérbe

4 FSCPX+NBTI gérbe

751 751

50+

50+

25 25

Negativ inotrop hatas (%) - tengerimalac
Negativ inotrép hatas (%) - tengerimalac

6 - 9 8 -7 -6 5 -4 -3
log[CPA] log[Ado]

5. abra. Az FSCPX paradox hatasa a CPA (balra) és az adenozin (jobbra) kivaltotta direkt
negativ inotropidara NBTI jelenlétében. Az x tengely a CPA (szervkadbeli) molaris

crcr

er6 szazalékos csokkenését (a 0% a kiindulasi kontrakcios erd valtozatlansagat, mig a 100% a
pitvarok 0Osszehuzodasainak megsziinését jelenti). A szimbolumok az agonistdkra adott
valaszokat jelolik a csoportokon beliil 4tlagolva (= SEM). A kék, illetve a piros E/c gorbék az
FSCPX el6kezelés hianyat, illetve meglétét mutatjdk. Ado: adenozin; CPA; N°-
cyclopentyladenosine; NBTI: S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine; E/c: koncentracio-
hatis; FSCPX: 8-cyclopentyl-N°-[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N’-propylxanthine
(Erdei és mtsai, 2018)

Az endogén €s exogén adenozin megkiilonboztetését az indokolja, hogy az E/c gorbék
hagyomdnyos modon torténd kiértékelésekor az endogén adenozin interstitialis szintjének
novekedése (még a E/c gorbe felvétele eldtt) ellentétes hatast gyakorol egy adenozin receptor
agonista E/c gorbéjére, mint az exogén adenozin interstitialis szintjének novekedése

(pontosabban a koncentracid csokkenés kivédése) a vele felvett E/c gorbére (Kiss és mitsai,



2013; Pak ¢és mtsai, 2014; Erdei és mtsai, 2018). Ennek belatasahoz tekintsiik at kisérleti

rendszerlink néhany sajatossagat.

6. abra. Az NBTI (és természetesen az NBMPR), valamint az FSCPX kettés hatasa a mi
kisérleti rendszeriinkben adenozinnal felvett E/c gorbékre. A zold szaggatott vonalak azokat a

mechanizmusokat (¢€s azok kovetkezményeit) keretezik, amelyek lassan eliminalddo (és emiatt
csak kismértékben transzportalodo) szintetikus A receptor agonistaknal (pl. CPA, CHA) is
jelentkeznek. Emax: maximalis hatas

A nitrobenziltioinozinok azaltal, hogy gatoljak az adenozin intracellularis eliminaciojat,
megemelik az adenozin interstitialis szintjét, fliggetleniil annak eredetétdl (Deussen és mtsai,
2006). A nitrobenziltioinozinok azonban az endogén adenozint mar az E/c gorbe felvétele el6tt
felhalmozzak, ami miatt a tobblet adenozin mar el6zetesen elhasznalja az A; receptorok

valaszkapacitasanak egy részét, ami csokkenti az (E/c gorbéhez késobb hozzaadott) exogén A1



receptor agonista (E/c gorbével detektalhaté) hatasat (5. dbra, bal panel). A
nitrobenziltioinozinok ugyanakkor az exogén adenozint csak az E/c gorbe felvétele alatt védik
(mivel csak akkor keriil a rendszerbe), igy az extra exogén adenozin hatasa hozzaadodik az

eredetileg kaphatd hatashoz, novelve azt (5. abra, jobb panel).

ATP - ® EXTRACELLULARIS
= INTRACELLULARIS

AMP
[ - & /
@ <
Adenozin

ENT,
INTRACELLULARIS

7. abra. Az ATP-adenozin tengely. AiR €és AxaR: A1 és Aoa (al)tipusit adenozin receptorok
ADA: adenozin dezaminaz; ATP: adenozin-trifoszfat; ADP: adenozin-difoszfat,; AMP:
adenozin-monofoszfat; CD39: ekto-apirdz; CD73: ekto-5'-nukleotidaz; ENT: ekvilibrativ
nukleozid transzporter; Gi: adenilat-ciklaz géatldé G-fehérje; Gs: adenilat-ciklaz stimulalé G-

Inozin

fehérje (Tiwari-Heckler és Jiang, 2019, alapjan)

Megjegyzendd, hogy a legtobb szintetikus A receptor agonista (beleértve a CPA-t és a
CHA-t) az adenozinhoz képest nagymértékben ellendllé az adenozint atalakitdé enzimekkel
szemben (Pavan ¢és mtsai, 1997), ezért koncentracidjukat a nitrobenziltioinozinok csak
kismértékben befolyasoljak (foleg kisérleteink idéablakaban). Ennélfogva a bioldgiailag stabil
szintetikus agonistdk alkalmasak a nitrobenziltioinozinok 4altaldnos E/c gbérbe modositd
hatdsanak izolalt vizsgalatara (5. abra, bal panel), mig az exogén adenozin E/c gorbéje a
nitrobenziltioinozinok eredd hatdsat mutatja, amelybdl a stabil agonistdkkal szerzett
eredmények figyelembevételével lehet kovetkeztetni a nitrobenziltioinozinok specifikus E/c

gorbe modositd hatdsara (5. dbra, jobb panel; 6. abra, felsé panel). Az FSCPX viszont az A
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receptor agonistak NBTI (ill. NBMPR) altal modositott E/c gorbéire mindig kettds hatést fejt
ki. Ezek koziil az egyik az FSCPX jol ismert antagonista tulajdonsagabol kovetkezik, mig a
masik a munkacsoportunk altal elészor megfigyelt és leirt hatds, ami az FSCPX paradoxon

alapja (6. abra, alsé panel).

Ektonukleotidazok

ekto-nukleozid 5’-trifoszfat difoszfohidrolaz enzimesalad (E-NTPD4zok) avagy ekto-
apirazok

E-NTPDaz1-4 csoport

E-NTPDaz1 avagy lymphocyta sejtfelszini protein CD39 avagy
ekto-apiraz CD39

E-NTPDaz2 avagy ekto-ATPaz CD39L1
E-NTPD4z3 avagy HB6
E-NTPDéaz4: UDPaz és LALP70

E-NTPDaz5,6 csoport
E-NTPDaz5 avagy CD39L4
E-NTPDaz6

ektonukleotid pirofoszfataz/foszfodiészteraz enzimcsalad (E-NPP csalad) avagy
ekto-foszfodiészteraz/pirofoszfataz enzimcsalad avagy PC-1 csalad avagy
foszfodiészteraz/nukleotide pirofoszfataz (PDNP) csalad

ragcsalo plazmasejt differenciacios antigén NPP1 (PC-1)
ragesalod plazmasejt differenciacios antigén NPP2 (PD-la és autotaxin)
ragcsalo lg_lazmasejt differenciacios antigén NPP3 (PD-IP avagy B10 avagy
gp130R81 6)

alkalikus foszfataz avagy nemspecifikus ekto-foszfomonoészteraz

lymphocyta sejtfelszini protein CD73 avagy ekto-5’-nukleotidaz

1. tablazat. Az extracellularis adenozin képzésben résztvevd ektonukleotiddzok. Az a két
enzim, amelyek kulcsszerepet jatszanak a szivizom interstitialis adenozin termelésében,
felkovérrel ki vannak emelve. A roviditések (€s a lehetséges alternativ splicing géntermékek)
zargjelben. Az E-NTPDaz6 enzim szerepe az irodalmi adatok alapjan kérdéses (Zimmermann,
2000, alapjan).

A jelen értekezést megalapozo elsé vizsgalatunk célja az volt, hogy teszteljiik az
FSCPX egy (vagy néhany) interstitialis adenozin-képzd enzimre gyakorolt gatlo hatasarol szold
hipotézisiinket. Kézenfekvd stratégiaként eldszor az ektonukleotiddzok lehetséges szerepét
vizsgaltuk az FSCPX-paradoxonban. Az ektonukleotiddzok kulcsszerepet jatszanak az
adenozin extracellularis képzddésében (1. tablazat). A szivben a két legfontosabb

ektonukleotiddz a CD39 (ekto-apiraz) és a CD73 (ekto-5'-nukleotiddz), amelyek egyiittesen
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harom egymast kovetd 1épést katalizdlnak: az ATP ADP-n keresztiil torténé bontasat AMP-re
¢s két foszfat-ionra (CD39), tovabba az AMP bontasat adenozinra és egy foszfat-ionra (CD73)
(7. abra; Zimmermann, 2000; Borea és mtsai, 2018, Antonioli és mtsai, 2023). El6szor
enzimgatlasi esszéket végeztiink, melyek célja az FSCPX CD39-re és CD73-ra gyakorolt
hatasanak kozvetlen vizsgalata volt. Ezutan tobbféle indirekt megkozelitéssel probaltunk

kozelebb kertilni feltevésiink igazoldsahoz vagy megcafoldséhoz.

2.4. A kannabidiol és az adenozinerg rendszer kapcsolata

A kannabidiol (CBD), a Cannabis sativa ndvény legtobbet vizsgalt, nem boditd hatast
dsszetevdje, csak egy hattagu, oxigéntartalmi gyiirti felhasadt voltaban kiilonbozik a A°-
tetrahidrokannabinoltél (THC), a legismertebb (és leghirhedtebb) fitokannabinoidtol (8. 4bra).
A CBD-t sokan nem tartjak pszichoaktivnak (Bielawiec és mtsai, 2020; Peng és mtsai, 2022),
mig masok szerint a CBD-t anxiolitikus, antipszichotikus és antidepresszans tulajdonsaga
pszichoaktivva teszi, ugyanakkor mégsem kabitoszer (nem valtja ki a kannabinoid
kabitoszerekre jellemz6 toxikus tiinetegylittest, az tin. kannabinoid tetradot, tovabba addikciot
sem okoz) (Kicman és Toczek, 2020). A CBD {6 forrasa a kender, amely egy gylijténév, a

Cannabis sativa hdrom {0 fajtajanak egyikére utal (Ren és mtsai., 2021).

8. abra. A CBD (balra) és THC (jobbra) szerkezete

A CBD-t 2018-ban elfogadtdk a gyermekkori epilepszidk két tipusdnak (Dravet és
Lennoux-Gastaut szindroma) kezelésére (Arzimanoglou €s mtsai, 2020). A CBD bizonyitott és
feltételezett molekularis célpontjainak listaja az emberi szervezetben tobb mint 6tven enzimet,
ioncsatorndt, receptort és transzportert Olel fel, melynek révén a CBD gyulladascsokkentd,

rakellenes, neuroprotektiv, gorcsoldd, anxiolitikus, antipszichotikus, antidepressziv,
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antidiabetikus ¢€s elhizas elleni hatast fejt ki (Bielawiec és mtsai, 2020; Sunda és mtsai, 2020;

Kicman ¢és Toczek, 2020; Bilbao és mtsai, 2022; Peng és mtsai, 2022; Drugbank-1).

A CBD daganatellenes hatdsat szamos in vitro €s in vivo tanulmany bizonyitotta
(raktipustol és dozistdl fiiggben). A CBi és CB: kannabinoid receptoroktol fliggetlentil
elOsegitette a rakos sejtek apoptdzisat. Ennek mechanizmusa még nem teljesen tisztazott, de
ugy tiinik, hogy - legalabbis részben - 6sszefiiggésbe hozhat6 a raksejtekben termelddo, oxigén-
alapu szabadgyokok termelésének fokozéasaval. Azt is feltételezik, hogy a CBD a TRPV1
(Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1) receptorok aktivalasaval elésegitheti a sejthalalt
gliomasejtek esetében (Velasco és mtsai, 2016). A CBD emellett ndveli az anandamid (AEA)
szintjét az endokannabinoid-bont6d zsirsav-amid-hidrolaz (FAAH) gétldsa révén, ami az
epidermalis ndvekedési faktor receptor (EGFR) gatlasaval apoptozist indukal (Hlozek és mtsai,

2017).

A CBD neuroinflammatorikus betegségek, valamint mas idegrendszeri korallapotok (pl.
szorongas, epilepszia, szkizofrénia) kezelésében is igéretes. Antioxidans, gyulladascsokkentd
¢s neuroprotektiv hatdsai miatt alkalmazasa felmeriilt az Alzheimer-kor kezelésében is. A CBD
mérsékli a tau fehérje foszforilacigjat (csokken a glikogén-szintdz-kindz foszforilacioja, ezaltal
a Wnt/B-katenin utvonal felszabadul), gatolja az acetilkolineszterazt és csokkenti az amiloid-
béta (AP) felhalmozodasat is. Ezen kedvezd hatdsok feltehetden nem csak kannabinoid (CB)
receptor-medidlta folyamatok. A CBD agonistaként hat a PPARy receptoron (peroxiszoma
proliferator aktivalt y receptor), melynek aktivacioja gyulladascsokkentd hatasu és csokkenti az
AP depozitumok mennyiségét. Tovabba beszamoltak a CBD nem-daganatos sejteken
tapasztalhatd antiapoptotikus hatasardl is, az AP clearance és az amiloid prekurzor protein
(APP) ubiquitinacio6 fokozasarol és a reaktiv gliosis mérséklésérol. A CBD 2.5, illetve 10 ml/kg
intraperitonealis dozisban alkalmazva egerekben dozisfliggden csokkentette az IL-1B
(interleukin-1 béta) gyulladasos citokin termelddését, mérsékelte az iNOS (indukélhatd
nitrogén-monoxid-szintaz) és a gliafibrillaris savas fehérje (GFAP) expresszidjat. Az NF-xB
(nuklearis faktor kappa B) utvonal (p50 és p65 alegység) is gatlas ala kertil, csokken az NO, az
IL-1B és a TNF-a (tumornekrézis faktor a) szekréci6. A CBD autofagiara kifejtett kedvezd

hatésa is hozzéajarul az AP depozitumok csokkenéséhez (Ozarowski és mtsai, 2021).

Az immunrendszerrel kapcsolatos kutatasok szerint Wistar patkanyokban a CBD 2,5
mg/ttkg dozisa 14 napig adva nem okozott lymphopeniat, s6t, a natural killer (NK) sejtek szama

még noétt is), az 5 mg/ttkg dozis viszont mar csokkentette a lymphocyta szamot. Ezek alapjan
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ugy tlnik, hogy a CBD a specifikus immunvalaszt gyengiti, mig a nem specifikus immunitas

hatékonyabba valik, ami féleg az antitumor és virusellenes aktivitdsnak kedvez (Booz, 2011).

Him Wistar patkdnyokban a CBD csokkentette a stressz hatdsat a viselkedésre és a
cardiovascularis rendszer milkdodésére, melynek hatterében a hipotalamusz-hipofizis-
mellékvese (HPA) tengely gatlasa és az 5-HTa (1A altipusu szerotonin — 5-hidroxi-triptamin —
receptor) receptor jelatvitelének fokozasa allt. Enyhe, kronikus stressznek kitett him Sprague-
Dawley patkanyokban a CBD kezelés gatolta az anxiogén és depressziv viselkedést CB1 és CB:
¢s CB: receptorok medidlasaval, tovabba az anandamid szintjének novelése révén (a CBD
negativ allosztérikus modulator a CB; receptoron ¢és kis affinitdsi inverz agonista a CB»
receptoron). Ezen eredmények igazoljak az endokannabinoid rendszer részvételét a CBD

antidepresszans-szer(i hatdsainak létrehozasaban (Garcia-Gutiérrez és mtsai, 2020).

A CBD a CB; receptor negativ modulalasa révén mérsékelheti az elhizast. Az elhizés a
zsir felhalmozodasan tal krénikus, alacsony foku gyulladdshoz hasonld allapottal jar
(,,metaflammaci¢”). CB; és CB: receptorok eléfordulnak a zsigeri és a subcutan zsirszovetben
is, melyek igéretes célpontok lehetnek gyulladascsokkentdként és az elhizas ellen. Kimutattak,
hogy a CBD dozis- és 1ddfiiggd modon csokkentette a zsir felhalmozodasat olajsavval kezelt
3T3-L1 adipocytakban. Ezen eredmények a CBD lehetséges lipolizis-indukald hatdsara utalnak

(Bielawiec és mtsai, 2020).

A CBD késleltette a diabétesz mellitusz (DM) kialakuldsat NOD (non-obese diabetes-
prone) egerekben. Ennek magyarazata az lehet, hogy megvaltoztatta a T lymphocytak aranyat
(a gyulladasos citokineket termelé Thi helyett a Tny keriilt eldtérbe), valamint fokozta a
stresszt okoz, melynek hatdsara az endotéliumon olyan adhéziés molekuldk jelennek meg,
melyek kéaros immunvélaszhoz vezetnek. A CBD bizonyitottan csokkentette ezen adhézids
molekuldk szadmat, ezaltal mérsékelte az atherosclerosis rizikdjat. Szintén a CBD
gyulladascsokkentd hatasdnak tulajdonithatd, hogy védé hatdsunak bizonyult a diabéteszes
retinopathidval szemben, csokkentve a retina idegsejtjeinek pusztuldsit. Ez azzal
magyarazhatd, hogy a CBD csokkentette az oxidativ stresszt a Miiller-féle gliasejtekben,
valamint csokkentette ezekben a sejtekben a glutamin-szintaz aktivitdsat, ami alacsonyabb
glutamin-szinthez vezetett ¢és ezaltal védd hatasu volt. Egereknél diabéteszes
cardiomyopathidban a CBD-vel torténd eld- €s utdkezelés egyarant mérsékelte a fibrozist és a

sejthalalt, a myocardialis diszfunkciot, a gyulladast és az oxidativ stresszt. Hyperglycaemias
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kornyezetben a CBD mérsékelte mind az oxigén-, mind a nitrogén-alapti szabadgyokok
termelddését. Diabéteszes retinopathidban az endokannabinoidok szintje emelkedett és a CB;
expresszio is fokozodik a szemben. Diabétesz mellitus esetén ragcsaloknal a CBi receptor
gatlasa kivédte a retina idegsejtek pusztulasat. Azt is megfigyelték, hogy a hyperglycaemia
csokkentette a FAAH expressziojat, ami a kannabinoidok lebontasaért felelds, ezaltal fokozva
az anandamid (AEA) szintjét és a CBy jelatviteli itvonalon keresztiil az apoptozist (Horvath és

mtsai, 2012).

A CBD az adenozinerg rendszerre is hatassal van (Carrier és mtsai, 2006; Liou és mtsai,
2008; Pandolfo és mtsai, 2011; Ibeas Bih és mtsai, 2015; Gonca és mtsai, 2015; Sunda és mtsai,
2020). A kutatasok szerint a szivizom funkcidja szempontjabol a CBD két legfontosabb
célpontja igazoltan az ENT1 (neuronokban, makrofdgokban, retina- és agyi mikrogliasejtekben:
Carrier és mtsai, 2006; Liou és mtsai, 2008; Pandolfo és mtsai, 2011) és lehetséges mdodon az

A1 adenozin receptor (a szivben: Gonca és mtsai, 2015; Drugbank-2).

Az eddigi kisérletes adatokbol kiindulva tehat a CBD legaldbb két kozvetlen
tamadasponton is beavatkozhat a szivizom adenozinerg jelatvitelébe: az A adenozin receptoron
(Gonca és mtsai, 2015) és az ENT1 transzporteren (Carrier és mtsai, 2006; Liou és tarsai, 2008;
Pandolfo és mtsai., 2011). Vizsgélatainkig ezen utvonalak hozzajarulasanak mértéke a CBD
hatasédhoz tisztdzatlan volt (Sunda és mtsai, 2020; Ibeas Bih és mtsai, 2015; Grubb €s mtsai,

2021).

A jelen értekezést megalapoz6 masodik vizsgalatunk célja az volt, hogy feltarja azt
a f6 mechanizmust, amellyel a CBD kifejti hatasat a szivizom adenozinerg jelatvitelére. Azért,
hogy kiilonbséget tudjunk tenni az A adenozin receptor agonizmus €s az adenozin transzport
gatlasa révén létrejové adenozinerg aktivaciok kozott, egy sajat fejlesztésti modszert
alkalmaztunk, a receptorialis vélaszkészség modszert (RRM). Az RRM lehetdvé teszi Aj
receptor agonistak koncentracid-hatas (E/c) gorbéinek korrekciojat a tobblet adenozin okozta
torzitasra (Kiss €s mtsai, 2013; Zsuga és mtsai, 2017; Erdei €s mtsai, 2018; Szab6 €és mtsai,

2019a).

A CBD lehetséges terapids eldnyei alapjan, melyek mind 1-es, mind 2-es tipust diabetes
mellitusban érintik a szivet is (Rajesh és mtsai, 2010; Bielawiec és mtsai, 2020; Sunda és mtsai,
2020; Peng és mtsai, 2022), ezeket a vizsgalatainkat ZDF (Zucker Diabetic Fatty) patkanyokbol
izolalt pitvarokon végeztiik. Az ,,obese” tipusi ZDF patkéany a 2-es tipust cukorbetegség széles
korben hasznalt allatmodellje. A 2-es tipust diabetes mellitus egyre gyakrabban eléfordulo

betegség, amely vilagszerte a vaksag, veseelégtelenség, szivroham, stroke, als6 végtagi
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amputécio és - altaldnossagban - a korai halalozas egyik f6 oka (Henning, 2018; WHO, 2019;
WHO, 2023). Egy "beteg" allatmodellnek nagyobb transzlacios potencialja lehet, mivel az igy
kapott eredmények megbizhatobban alkalmazhatok a klinikai problémdk megoldasara. Ez
Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, miszerint egyes védomechanizmusok, melyek
egészséges allapotban jelen vannak, bizonyos koros koriilmények kozott nem érvényesiilnek

(Juhasz és mtsai, 2004).
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Az FSCPX vizsgalataval kapcsolatos modszerek

3.1.1. Invitro CD39 és CD73 Inhibitor Screening Assay Kit mérések

3.1.1.1. Vegyszerek ¢és oldatok

Kisérleteink soran az alabbi vegyszereket és kiteket haszndltuk: dimetil-szulfoxid
(DMSO); 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine (CPX); 8-cyclopentyl-N>-[3-(4-
(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N-propylxanthine (FSCPX); nétrium-polioxometallat
(POM-1, CD39 Inhibitor Screening Assay Kit részeként); dindtrium N%-benzyl-a,p-
methyleneadenosine-5'-diphosphate (PSB-12379); CD39 Inhibitor Screening Assay Kit és
CD73 Inhibitor Screening Assay Kit.

A CPX-et és a DMSO-t a Merck KGaA-tol (Darmstadt, Németorszag) vasaroltuk. Az
FSCPX-et gyartdo cég a Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Heidelberg, Németorszag),
magyarorszagi forgalmazoja a BIO-Kasztel, Ltd. (Budapest, Magyarorszag). A Kiteket
(beleértve a POM-1-et is) a BPS Bioscience (San Diego, CA, USA) cég gyartotta és a THP
Medical Products Vertriebs GMBH (Vienna, Ausztria) forgalmazta. A PSB-12379 gyartdja a
Tocris Bioscience (Bristol, UK), forgalmazo6ja a Bio-Techne R&D Systems, Ltd. (Budapest,
Magyarorszag) volt. A POM-1-et desztillalt vizben oldottuk fel, tovabba az oldat formajaban
kézhez kapott PSB-12379 higitasa is desztillalt vizben tortént. A CPX ¢és az FSCPX
oldoszereként DMSO-t hasznaltunk, higitasuk desztillalt vizzel tortént (amikor erre sziikség

volt).

3.1.1.2. Protokoll

A POM-1, PSB-12379, CPX ¢s FSCPX gatlo hatasat a vizes oldatban diszpergalt CD39-
re (ekto-apirdz) és CD73-ra (ekto-5’-nukleotidaz) in vitro malachit-zold médszerrel hataroztuk

meg CD39 és CD73 Inhibitor Screening Assay Kit-ek segitségével, a gyarto utasitasai szerint.

Mindkét kit esetében 14 kiilonbozd reakcidelegyet készitettiink 96-well plate-en:
negativ kontroll (vak, 8 well), 1% DMSO-t tartalmazé negativ kontroll (4 well), 10% DMSO-t
tartalmazo negativ kontroll (4 well), pozitiv kontroll (8 well), 1% DMSO-t tartalmazé pozitiv
kontroll (4 well), 10% DMSO-t tartalmazo pozitiv kontroll (4 well), 20 uM POM-1 tartalmu
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inhibitor kontroll (8 well), 200 uM POM-1 tartalmu inhibitor kontroll (8 well), 0.1 uM PSB-
12379 tartalmu inhibitor kontroll (8 well), 1 uM PSB-12379 tartalmu inhibitor kontroll (8 well),
10 uM FSCPX-et tartalmazo reakcidelegy (1% DMSO-ban oldva, 8 well), 100 uM FSCPX-et
tartalmazo reakciodelegy (10% DMSO-ban oldva, 8 well), 10 uM CPX-et tartalmazo
reakcioelegy (1% DMSO-ban oldva, 8 well), 100 pM CPX-et tartalmazo reakcidelegy (10%
DMSO-ban oldva, 8 well).

A CD39 és CD73 enzimaktivitdsok mérését a gyartd utasitasai szerint végeztiik 630 nm
hullamhosszon Varioskan LUX Multimode Microplate Reader spektrofotométer (Thermo

Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) segitségével.

3.1.2. Ex vivo funkcionalis vizsgalatok

3.1.2.1. Vegyszerek és oldatok

A szervkadak feltoltéséhez modositott Krebs-Henseleit puffert (Krebs-oldat)
hasznaltunk. A Krebs-oldat 6sszetétele a kovetkezd volt (mM-ban): NaCl: 118, KCI: 4.7, CaCla:
2.5, NaH>POs: 1, MgCly: 1.2, NaHCO3: 24.9, gliik6z: 11.5, aszkorbinsav: 0.1, mindez desztillalt

vizben oldva.

A Kkisérletek soran az aldbbi vegyszereket hasznaltuk: adenozin, N°-
cyclohexyladenosine (CHA); N°-cyclopentyladenosine (CPA); S-(4-nitrobenzyl)-6-thioinosine
(NBMPR), S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine (NBTI); FSCPX ¢és PSB-12379. Habar
az ,NBMPR” és az ,NBTI” roviditéseket gyakran szinonimaként hasznaljak, nalunk kiilonb6z6

vegyiileteket jeldlnek.

Az FSCPX-et és a PSB-12379-et leszamitva (lasd fent) a vegyiileteket a Merck KGaA-
tol (Darmstadt, Germany) vasaroltuk. Az adenozint 36 °C-os Krebs-oldatban oldottuk fel. A
CHA-t ¢és CPA-t 1:4 (v/v) etanol-desztilldlt viz elegyben oldottuk. Az NBMPR, NBTI ¢és
FSCPX oldasa DMSO-ban tortént. Minden tdrzsoldat koncentracidja 10 mM volt. Az oldatként
kézhez kapott PSB-12379-et fiziologids natrium-klorid oldatban (0,9% w/v NaCl) higitottuk 1

crer

3.1.2.2. Allatok és csoportok

Az allatok tartasat, felhasznalasat és az allatkisérletekre vonatkoz6 protokollokat a

Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsiga jovahagyta (5/2020/DEMAB).
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Kisérleteinkhez him Wistar patkanyokat (400-500 g) és him Hartley tengerimalacokat (500-700
g) hasznaltunk. Az éllatok exterminalasa dekapitaldssal tortént. A bal pitvari fiillcséket gyorsan
eltavolitottuk és 10 mN nyugalmi fesziilés mellett 10 ml Krebs-oldatot (36 °C; pH = 7.4)
tartalmazo, karbogénnel szelldztetett (95% O és 5% COy), fiiggdleges kiképzésii
szervkadakban rogzitettiik (Experimetria TSZ-04; Experimetria Kft, Budapest, Magyarorszag).
A preparatumokat platina elektrodokkal pontszeriien ingereltiik (3 Hz, 1 ms, a kiiszobfesziiltség
kétszeresével) programozhatd stimulator (Experimetria ST-02; Experimetria Kft, Budapest,
Magyarorszag) ¢és er0sité (Experimetria PST-02; Experimetria Kft, Budapest, Magyarorszag)

segitségével.

A kontrakciés erdt az izometrids Osszehuzodasok amplitudojaval jellemeztiik, amit
transzducerrel (Experimetria SD-01; Experimetria Kft, Budapest, Magyarorszag) ¢&s
jelerdsitével (Experimetria SG-01D; Experimetria Kft, Budapest, Magyarorszadg) mértiink,
hoéirokaros poligraftal rogzitettiink (Medicor R-61 6CH Recorder; Medicor Miivek, Budapest,
Magyarorszag). Mivel a nyugalmi kontraktilitas csokkenését kovettiik, a direkt negativ inotrop
hatéast hatdroztuk meg, ami klasszikus szervkad rendszerben (Weston és mtsai., 2022) izolalt,
ingerelt bal pitvari flilcsén mérve egyszerii és rendkiviil megbizhaté mddja a myocardialis A

adenozin receptor funkcio6 vizsgalatanak.

Amikor az FSCPX ¢és az NBMPR ko6zotti potencidlis interakciot vizsgaltuk (lasd 2.2.
alfejezet), a patkdny bal pitvari flilcséket véletlenszeriien 5 csoportba soroltuk: ,,Kontroll
NBMPR-hez” (n =4), ,NBMPR” (n =5), ,,Kontroll FSCPX & FSCPX+NBMPR-hez” (n =5),
»ESCPX” (n=15) és ,,FSCPX+NBMPR” (n = 4).

A PSB-12379 ¢és NBTI kozotti lehetséges interakcio vizsgalatdhoz (lasd 2.3. alfejezet)
a tengerimalac bal pitvari fiilcséket véletlenszeriien 6 csoportba osztottuk: ,,Kontroll (CPA-
hoz)” (n=4), ,,NBTI CPA-hoz” (n = 6), ,,PSB CPA-hoz” (n =4), ,,PSB+NBTI (CPA-hoz)” (n =
5), ,,Kontroll+NBTI+PSB (Ado-hoz)” (n = 7) és ,,Kontroll+PSB+NBTI (Ado-hoz)” (n = 6).

Az FSCPX kiilonféle beadasi gyakorisagainak vizsgalata soran (lasd 2.4. alfejezet) a
patkany, ill. tengerimalac bal pitvari fiilcséket véletlenszeriien 4 csoportba soroltuk: ,,DMSO (5
ciklus)” (n = 10 ill. 7), ,,FSCPX (1 ciklus)” (n = 8 ill. 6), ,,FSCPX (2 ciklus)” (n =9 ill. 7) és
,FSCPX (5 ciklus)” (n = 8 ill. 8).
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3.1.2.3. Protokollok

A Krebs-oldattal feltoltott, karbogénnel szelloztetett szervkadakba (a prepardtumok
rogzitése utan 25 perccel) 100 pM adenozint adtunk, melyet 2 perc elteltével Krebs-oldattal
kimostunk a rendszerbdl (adenozin ,,edzés”). 20 perc mosas utan kumulativ E/c gorbét vettiink
fel adenozinnal, majd ismét 20 perc Krebs-oldattal torténd mosas utan az egyes protokollokra

jellemzo kezelések és E/c gorbék kovetkeztek.

Az FSCPX ¢és az NBMPR kozotti lehetséges interakcid vizsgalatakor az 5 csoportba
sorolt patkany bal pitvarokon 6t, egy korabbi vizsgalatunk soran mar alkalmazott protokollt
(Pla, P1b, P2a, P2b and P2c) kovettiink (Erdei €s mtsai, 2018; 1d. Filiggel€k), melyeken harom
modositast végeztiink: CPA helyett CHA-t, mig NBTI helyett NBMPR-t hasznaltunk, valamint
néhany korabban alkalmazott protokollt (Erdei és mtsai, 2018) kihagytunk (amikor az

adenozint hasznaltuk f6 agonistaként).

Minden pitvart a kdvetkezo in vitro kezeléseknek vetettiik ala: ,,Kontroll NBMPR-hez”
esetében 10 ul DMSO-t adtunk 15 percig; az ,NBMPR” csoport esetében 10 uM NBMPR-t
(DMSO-ban oldva, szervkadanként 10 pl térfogatban) adtunk 15 percig; ,,Kontroll FSCPX &
FSCPX+NBMPR-hez” esetében 10 ul DMSO-t adtunk 45 percig, ezt kdvetéen 60 perces
mosasi periddus utan 10 pl DMSO-t adtunk 15 percig; az ,,FSCPX” csoport esetében 10 pM
FSCPX-et (DMSO-ban oldva, szervkddanként 10 pl térfogatban) adtunk 45 percig, ezt
kovetden 60 perces mosasi periodus utan 10 pul DMSO-t adtunk 15 percig; az
,FSCPX+NBMPR” csoport esetében 10 uM FSCPX-et (DMSO-ban oldva, szervkadanként 10
ul térfogatban) adtunk 45 percig, ezt kovetden 60 perces mosasi periddus utan 10 uM NBMPR-
t (DMSO-ban oldva, szervkadanként 10 pl térfogatban) adtunk 15 percig. Végiil, az utolso
szervkadhoz adott vegyiilet (vagy oldoszer) kimosésa nélkiil kumulativ CHA E/c gorbét vettiink
fel minden patkany bal pitvaron. A 45 perces inkubacios periodusok soran 22,5 percnél minden
preparatum esetében egy koriilbeliil fél perces intenziv mosast iktattunk be, majd a fent emlitett
modon visszameértiik a csoportokra jellemzé 10 uM FSCPX-et vagy a 10 ul DMSO-t. Ez a most
ismertetett vizsgalat soran “FSCPX (2 ciklus)” beadasi rendet jelentett (ami az Gsszes el6z6

tanulmanyunkra is jellemzé volt az FSCPX beadasakor).

A PSB-12379 és NBTI kozott lehetséges interakcio vizsgalatakor minden tengerimalac
bal pitvar atesett a hat protokollnak megfeleld kezeléseken (hasonldéan az el6z6 bekezdésben
leirtakhoz). A 6 kiilonbségek a kovetkezOk voltak: NBMPR helyett NBTI hasznalata; CHA
helyett adenozin ¢s CPA hasznalata; ahol az adenozin a f6 agonista, ott a kordbbi

tanulmanyunkban is alkalmazott protokoll hasznélata (Erdei és mtsai, 2018); valamint FSCPX
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helyett PSB-12379 hasznélata (az ehhez megfeleld inkubacios ¢és kimosasi szakokat
alkalmazva). Igy a ,,Kontroll CPA-hoz” csoport pitvaraihoz 10 uM DMSO-t adtunk 15 percig;
az ,,NBTI CPA-hoz” pitvaraihoz 10 uM NBTI-t adtunk (DMSO-ban oldva, szervkaddanként 10
ul térfogatban) 15 percig; a ,,PSB (CPA-hoz)” pitvaraihoz 10 ul DMSO-t és 3 uM PSB-12379-
et adtunk 15 percig; a,,PSB+NBTI CPA-hoz” pitvaraihoz 3 uM PSB-12379-et adtunk 15 percig
(kimosasi peridodus nélkiil) és 10 uM NBTI-t (DMSO-ban oldva, szervkadanként 10 pl
térfogatban) tovabbi 15 percig; a ,,Kontroll+NBTI+PSB (Ado-hoz)” pitvaraihoz 10 uM NBTI-
t (DMSO-ban oldva, szervkadanként 10 ul térfogatban) adtunk; a ,,Kontroll+PSB+NBTI (Ado-
hoz)” pitvaraihoz 10 ul DMSO-t és 3 uM PSB-12379-et adtunk 15 percig. Ezutan a ,,CPA-hoz”
névvel jelolt pitvarok esetében kumulativ CPA E/c gorbét vettiink fel (és ez jelentette a protokoll
végét), ugyanakkor az ,,Ado-hoz” kifejezéssel megjeldlt pitvarok esetében kumulativ adenozin
E/c gorbét vettiink fel (pitvaronként ez volt a méasodik adenozin E/c gorbe). Ezutan az ,,Ado-
hoz” névvel jelolt pitvarokhoz 3 uM PSB-12379-et adtunk 15 percig, utana 10 uM NBTI-t
(DMSO-ban oldva, szervkadanként 10 pl térfogatban) tovabbi 15 percig. Végiil ezen utolsé 2
csoportban egy harmadik kumulativ adenozin E/c gorbe gorbét is felvettiink. Igy 6sszességében
a ,,Kontroll+NBTI+PSB Ado-hoz” ¢és a ,,Kontroll+PSB+NBTI Ado-hoz” pitvarok esetében
haromféle adenozin E/c gorbét vettiink fel: egy kontroll (elsd) gorbét, egy NBTI- és egy PSB-
12379-kezelt (masodik) gorbét, valamint egy PSB+NBTI-kezelt (harmadik) gorbét.

Az FSCPX eltérdé szamu beadasainak vizsgalata soran minden patkany és tengerimalac
bal pitvaron négy protokoll alapjan végeztiik el a kezeléseket. A ,,DMSO (5 ciklus)” csoporthoz
10 ul DMSO-t adtunk 45 percig, majd 75 perces kimosasi fazis kovetkezett, mig a tobbi harom
csoport esetében 10 uM FSCPX (DMSO-ban oldva, szervkadanként 10 pl térfogatban) kezeleést
alkalmaztunk 45 percig, amelyet szintén 75 perces kimosasi fazis kovetett. Fontos megjegyezni,
hogy az ,,FSCPX (1 ciklus)” csoport esetében a 45 perces inkubacids ciklust nem szakitottuk
meg, a tobbi csoport esetében viszont egy vagy tobb rovid, de intenziv kimosasi fazist iktattunk
be, melyet a 10 uM FSCPX (DMSO-ban oldva, szervkadankeént 10 pl térfogatban) vagy 10 pl
DMSO (6nmagaban) ujboli bemérése kovetett. Az ,,FSCPX (2 ciklus)” csoportban a 45 perces
inkubaciot 22.5 percnél megszakitottuk egy rovid, de intenziv mosassal, majd a 10 uM FSCPX-
et (DMSO-ban oldva, szervkddanként 10 pl térfogatban) ujra hozzadadtuk. Az ,,FSCPX (5
ciklus)” és a ,,DMSO (5 ciklus)” csoportokban a 45 perces inkubacidt 4 részre osztottuk: 9
percenként intenziv kimosast alkalmaztunk, melyek végeztével visszaadtuk a 10 uM FSCPX-
et (DMSO-ban oldva, szervkddanként 10 pl térfogatban) vagy a 10 ul DMSO-t. Végezetiil

minden pitvar esetében kumulativ CPA E/c gorbét vettiink fel.
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3.1.2.4. Az E/c gorbék kiértékelése

Az FSCPX kiilonbozd beadéasi szdméanak vizsgéalata soran felvett CPA E/c gorbéket
csoportonként atlagoltuk, majd az atlagolt E/c gorbékre a Hill egyenletet illesztettiik (Gesztelyi
¢s mtsai, 2012):

n

C
E=Ep, ———
max " on 4 ECey"

(1

ahol E: a kivaltott hatas, melyet a kiinduldsi kontrakcios erd szédzalékos csokkenéseként
definidltunk; c: az alkalmazott agonista koncentracidja; Emax: @ maximalis hatas; ECso: a
maximalis hatds felét kivaltd agonista koncentracio; n: Hill koefficiens (Hill slope faktor,
meredekségi tényezd).

A gorbeillesztést kétféle modon végeztiik: individualisan (az atlagolt CPA E/c gorbék
egymastol fliggetleniil lettek illesztve) és globalisan (az atlagolt CPA E/c gorbek illesztése

k6z0s Emax és n paraméterekkel tortént).

3.2. CBD-vel kapcsolatos modszerek

3.2.1. Vegyszerek és oldatok

Munkénk ezen szakaszdban az alabbi vegyiileteket haszndltuk: adenozin; N°-
cyclopentyladenosine (Sigma, St. Louis, MO, USA); kannabidiolban (CBD) gazdag kenderbdl
(hemp) késziilt olaj (pszichoaktiv komponensektdl mentes), amit "Vitality CBD Oral
Drops/Spray 4800mg Natural" néven kozvetleniil a gyartotol rendeltiink (Vitality CBD Ltd,
Birmingham, Egyesiilt Kiralysag) (1d. a hivatkozasok k6zott mint: CBD, 2021); napraforgoolaj,

"Vénusz" néven forgalmazott termék (Bunge CJSC, Martfli, Magyarorszag).

A CPA-t 1:4 (v/v) etanol - desztillalt viz elegyben, az adenozint pedig 36 °C-os Krebs-
oldatban oldottuk (a Krebs-oldat Osszetétele a 3.1.2.1. alfejezetben). Minden tdrzsoldat
koncentracioja 10 mM volt, a tovabbi higitdsokat Krebs-oldattal végeztiikk. A kender olajos
kivonatat a gyartd MCT (kozepes lanct triglicerid) olajjal higitotta. Mi a terméket az in vivo

kezelés soran napraforgoolajjal higitottuk tovabb.
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3.2.2. Allatmodellek és kisérleti csoportok

Az éllatok felhasznalasat a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga
hagyta jova (5/2022/DEMAB; 2022. aprilis 14.). Him, 10 hetes, .lean” (fenotipusosan
egészséges), valamint ,,obese” tipusu ZDF patkanyokat hasznaltunk, melyeket az Animalab
Hungary Kft-t6l szereztiink be (Vac, Magyarorszag), a Charles River Laboratories International

Inc. (Wilmington, MA, USA) magyarorszagi forgalmazdjatol.

6 honapos korukig a lean ZDF patkanyokat konvencionalis tapon tartottuk (S8106-S011
SM R/M-Z+H, forgalmaz6: Toxi-Coop Kft., Budapest, Magyarorszag; gyartd: Spezialdidten
GmbH, Soest, Németorszag), mig az obese ZDF patkanyok diabetogén tapot kaptak (Purina
5008 rat chow, melyet az Animalab Hungary Kft-t6l szereztink be a Charles River
Laboratories International Inc. ajanldsa alapjan).

A 6 hoénapos obese ZDF patkanyokat véletlenszerlien két csoportba soroltuk: ,,Obese
ZDF” (n = 4) és ,,CBD-kezelt obese ZDF” (n = 6), mig a lean allatok a ,,Lean ZDF” csoportot
alkottak (n = 8). A korabban bevezetett étrend folytatasa mellett az Obese ZDF csoportban 1évo
allatok intragastricus szondan 4t négy héten keresztiil naponta 0,2 ml napraforgdolajat kaptak,

mig a CBD-kezelt obese ZDF csoportban 1évék 60 mg/ttkg/nap CBD-t (0,2 ml 6ssztérfogatban).

A patkanyok in vivo CBD kezelési protokolljanak célja az emberi felhasznalas
modellezése volt, kiilonos tekintettel az antidiabetikus indikaciora. A legtobb human
vizsgalatban a CBD ismétlédd, oralis adagolasat koriilbeliil 1-50 mg/kg/nap dézisokkal
végezték 1-6 héten keresztiil (Millar és mtsai, 2019; Kicman és Toczek, 2020). A ,,patkédny dozis
= human dozis x 6,2” képlet felhasznalasaval (Nair és Jacob, 2016) 6,2-310 mg/kg/nap
dozistartomanyt kaptunk. Egereknél €s patkdnyoknal leggyakrabban 10 mg/kg/nap dozirozést
alkalmaztak, 1.p. vagy per os, 1-6 hétig (Wheal és mtsai, 2017; Karimian Azari és mtsai, 2020).
Erdekes modon az i.p. és az oralis adagolds hasonld koncentraciot eredményezett a
patkdnyokban mind a plazméaban, mind az agyban (Deiana és mtsai, 2012). Diabéteszes
ragcsalomodellekben a CBD kezelés id6tartama 1-11 hét kozott valtozott, de a leggyakoribb
id6tartam 4 hét volt (ElI-Remessy €és mtsai, 2006; Weiss és mtsai, 2006, 2008; Rajesh és mtsai,
2010; Santiago és mtsai, 2019; Dziwenka és mtsai, 2020). Mindent mérlegelve ugy dontottiink,
hogy 60 mg/kg/nap CBD-t alkalmazunk, per os, 4 héten keresztiil.

A napraforgoolaj, illetve CBD kezelés megkezdése eldtti napon az €éhgyomri vércukor
koncentracié (mmol/l-ben kifejezve) (atlag £ SEM): 5,9 + 0,1, 19,1 + 2,1 és 23,3 = 1,4 volt,

mig az in vivo kezelés befejezését kovetd napon 5,6 £ 0,1, 19,3 £1,7 €5 20,5+ 1,7 a Lean ZDF,
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Obese ZDF ¢s a CBD-kezelt obese ZDF csoportokban (az emlités sorrendjében) (tarsszerzoi

mérések).

Az in vivo kezelések kezdetén az allatok testtomege (grammban kifejezve) (atlag +
SEM): 388,8 + 7,6, 364,5 £ 25,8 ¢és 368,1 + 14,2 volt, mig az in vivo kezelések végére ezek az
értékek 413,2 + 8,2, 403,5 + 28,9 és 398,4 + 17,6-ra valtoztak a Lean ZDF, Obese ZDF és a
CBD- kezelt obese ZDF csoportokban (az emlités sorrendjében). Felhasznalasuk el6tt az obese
tipusi ZDF patkanyoknal elérehaladott 2-es tipusu cukorbetegség volt jelen, és ebben az
allapotban a teststlyuk mar valamivel kisebb volt, mint a lean kontrolloké (az ,,obese" és "lean"

nevek ellenére) (tarsszerzoi mérések).

Az allatok extermindlasa el6tt mindharom csoportban az alabbi vizsgéalatokat végeztiik
el az in vivo funkcionalis allapotukra vonatkozo6 informaciok gytijtése érdekében: Morris water
maze teszt, ordlis gliikkdztolerancia teszt, majd 100/10 mg/kg ketamin/xilazin anesztézia
alkalmazaséaval elektroretinografia, elektrokardiografia és echokardiografia. (Az igy nyert

adatokat egy kollaboral6 munkacsoport a késdbbiekben fogja felhasznélni.)

3.2.3. Ex vivo funkcionalis vizsgalatok és a protokollok

A bal pitvari flilesék preparalasa a 3.1.2.2. alfejezetben leirtaknak megfelelden tortént.
Mivel ebben a vizsgalatban sem tortént el6kezelés kontraktilitdst befolyasolo szerrel, itt is az

adenozin receptor agonistak altal kivaltott direkt negativ inotrop hatast meértiik.

3.2.4. Az E/c gorbék korrekcioja

Ha egy figyelmen kiviil hagyott, tobblet agonista koncentracio jelenlétében vesziink fel
E/c gorbét egy agonistaval, ami ugyanazon jelatviteli utvonalon hat, mint a figyelmen kiviil
hagyott agonista, akkor az E/c gorbe torzul (csokkent hatést tapasztalunk). Ez a torzulés aranyos
segitségével. Ez a receptoridlis valaszkészség modszer (RRM) (Gesztelyi és mtsai, 2004;
Grenczer ¢és mtsai, 2010a, 2010b), ami tobbféle regresszios beallitassal is elvégezhetd (Szabo
¢s mtsai, 2019b). Az RRM alkalmas a tobblet agonista koncentraci6 altal torzitott E/c gorbék
korrekciojara is (Kiss és mtsai, 2013; Zsuga €s mtsai, 2017; Erdei és mtsai, 2018; Szabo és

mtsai, 2019a).
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Egy RRM-mel korrigalt teljes (gyakorlatilag hatastalan koncentracidval induld és jol
szaturalt) E/c gorbének két informativ szakasza van (a korrigalatlanhoz E/c gorbéhez képest):
a kezdeti és a végso. A kezdeti szakasz a tobblet agonista koncentracio altal (kizarolag vagy
tulnyomorészt) kivaltott hatas értékét mutatja (emiatt sziikséges a korrekcio). Az E/c gorbe
végso szakasza ugyanakkor a valds maximalis hatés értéket jelzi, ami a korrigalatlan E/c gérbén
kisebb a valds értéknél (Kiss és mtsai, 2013; Zsuga és mtsai, 2017; Erdei és mtsai, 2018; Szabd
¢s mtsai, 2019a).

3.2.5. E/c gorbék empirikus jellemzése

Az E/c gorbék empirikus jellemzésére az egyik legegyszeriibb ¢&s ezaltal
legmegbizhatobb kvantitativ (egzakt) receptorfunkciés modellt, a Hill-egyenletet illesztettiik
(Gesztelyi és mtsai, 2012). A Hill-egyenlet harom empirikus paraméterrel oldja meg az E/c

gborbék geometriai leirasat (1. egyenlet).

3.2.6. Az atlagolt CPA E/c gorbék CBD okozta torzulasanak kvantifikalasa

Mivel a CBD tobb extracardialis szoveten igazoltan gatolta az ENT1-et (Carrier és
mtsai, 2006; Liou és mtsai, 2008; Pandolfo ¢és mtsai, 2011), feltételeztiik, hogy a szivizom
befel¢ irdnyuld adenozin transzportjat is gatolva adenozin tobbletet halmoz fel a pitvari
interstitiumban és ezaltal torzitja a CBD-kezelt obese ZDF csoport E/c gorbéit. Ennek a tobblet
gorbeillesztési beallitds kombinacidjaval: az egyik az individudlis vs. globalis gorbeillesztés, a
masik a hagyomanyos vs. robusztus illesztés (egy korabbi vizsgalatunkban mar alkalmaztunk
hasonld, bar dsszetettebb elrendezést: Szabd €s mtsai, 2019b).

Az individudlis illesztés soran a CBD-kezelt obese ZDF csoport atlagolt CPA E/c
gorbéjét a 2. egyenlettel illesztettiik, ami az Obese ZDF csoport atlagolt CPA E/c gorbéjének
harom empirikus paraméterét tartalmazta. A globalis illesztés soran a fent emlitett két csoport
atlagolt CPA E/c gorbéit egyszerre illesztettiik a 2. egyenlettel (ezuttal varidbilis empirikus

paraméterekkel):
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ahol: E’: a torzult hatds (konvencionalisan meghatarozva); Emax, ECso, n: a CPA - Aj adenozin
receptor - pitvari myocardium rendszer CBD-naiv allapotat leird6 empirikus paraméterek
(individualis illesztéskor ezeket az 1. egyenletbdl nyert konstans értékeken rogzitettiik, mig
globdlis illesztés soran ezek a paraméterek valtozok voltak, mint a lentebb szerepld cx); c: a
CPA szervkadbeli koncentracioja (az E/c gorbe felvételekor); cx: hipotetikus CPA koncentracio,
ami ekvieffektiv a CBD 4altal okozott interstitialis adenozin tobblettel.

Minden tovabbi regressziés beallitdsnal az alapértelmezett opcidt valasztottuk

(GraphPad Software Inc.).

3.2.7. Az atlagolt CPA és adenozin E/c gorbék CBD dltal torzitott hatds értékeinek

korrekcioja

A CBD-kezelt obese ZDF csoport atlagolt CPA és adenozin E/c gorbéinek hatas értékeit
az individudlis plusz hagyomanyos illesztéssel kapott cx segitségével korrigaltuk (hasonldan a
koréabbi E/c gorbe korrekcidinkhoz (Kiss €s mtsai, 2013; Erdei és mtsai, 2018). El18sz6r az ehhez

a cx-hez tartozo hatés értéket allapitottuk meg a Hill-egyenlet segitségével:

Cy"t

E, = Emax'm

)

ahol: Ex: a CBD altal okozott interstitialis adenozin tobblet altal kivaltott hatas; cx: az a CPA
koncentracio, amely ekvieffektiv a CBD altal okozott interstitialis adenozin tobblettel; Emax,
ECso, n: az Obese ZDF csoport atlagolt CPA E/c gérbéjének empirikus paraméterei (melyeket
az 2. egyenlet illesztésével kaptuk).

Az Ex és a CBD-kezelt obese ZDF csoport atlagolt CPA és adenozin E/c gorbéinek
torzitott hatas értékeibdl a korrigalt hatas értékeket a 4. egyenlet segitségével szamoltuk ki:
(100 —E") - (100 — E,)

E =100 — “4)
100

ahol: E: a korrigalt hatas; E'": a torzult hatés; Ex: a cx-bdl szamitott hatas (a 3. egyenlet
alapjan).
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A korrigalt hatas érté¢kek a CBD altal okozott interstitialis adenozin tobblet és az adott
E/c gorbe felvétele soran beadott agonista (CPA vagy adenozin) egyiittes hatasat tiikrozik.
Mindazonaltal a korrigdlt hatds értékeket a beadott agonista koncentracidok fliggvényében

crer

értékét nem tudtuk meghatarozni.

3.3. Adatelemzés

Minden pitvarnak harom feltételt kellett teljesitenie ahhoz, hogy eredményei
bekertliljenek a vizsgalatba: (i) az elsé adenozin E/c gorbe felvétele eldtti nyugalmi kontrakcios
erdnek minimum 1 mN-nak kellett lennie; (ii) az ingerelt pitvar mechanikai aktivitasanak
szabalyosnak kellett lennie; (iii) a 10 uM adenozin hatdsdra bekdvetkezd hatas értékének a
szamtani koz¢ép + 2 SD tartomanyon kellett lennie (ha tobb mint 1 adenozin E/c gorbe van, ezt
a kovetelményt az els6 E/c gorbétdl kdveteltiik meg). Azon preparatumok esetében szamoltunk

atlagot ¢s SD-t, amelyek az els6 2 kritériumnak megfeleltek.

Az adatok eloszlasat Shapiro-Wilk normalitas teszttel, a variancidk homogenitésat
Brown-Forsythe teszttel vizsgéaltuk. Ha minden adathalmaz (t6bb, mint két adathalmaz)
megfelelt a normalitds tesznek, valamint a variancidk 1is homogének voltak,
Osszehasonlitasukhoz Tukey utoteszttel kombinalt egyszempontu varianciaanalizist (ANOVA)
alkalmaztunk. Ha normadlis eloszlds mellett a variancidk nem voltak homogének (akar egy
adathalmaz esetén is), akkor Dunnett-féle T3 utoteszttel kombinalt Welch-féle ANOVA késziilt.
Nem normalis eloszlés (akar egy adathalmaz esetén is) mellett Dunn-féle utoteszttel kombinalt
Kruskal-Wallis tesztet hasznaltunk. A csoportatlagok kiilonbségét p < 0,05 esetén tekintettiik

szignifikansnak.

A gorbeillesztések soran a koncentraciok (¢, ECso és cx) 10-es alapt logaritmusat vettiik,

az ajanlasnak megfelelden (Motulsky és mtsai, 2004).

A gorbeillesztést és a statisztikai elemzést GraphPad Prism 8.4.3 (686) for Windows
szoftverrel (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA), mig a tobbi szamitast Microsoft
Excel 2016 (Microsoft Co., Redmond, WA, USA) segitségével végeztiik.
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4. Eredmények

4.1. FSCPX-szel kapcsolatos eredmények

4.1.1. CD39 és CD73 inhibitor esszék

Sem 1%-o0s, sem a 10%-o0s (v/v) DMSO nem befolyasolta jelentésen a CD39 és CD73
aktivitasat (9. abra).
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9. abra. A CD39 (bal panel) és a CD73 (jobb panel) enzimek atlagos aktivitasa (+ SEM) 14
kiilonboz6é reakcidelegyben. Co-: negativ kontroll (“vak”); Co- 1%DMSO: 1% DMSO-t
tartalmazé negativ kontroll; Co- 10%DMSO: 10% DMSO-t tartalmazo6 negativ kontroll; Co+:
pozitiv kontroll; Co+ 1%DMSO: 1% DMSO-t tartalmazo6 pozitiv kontroll; Co+ 10%DMSO:
10% DMSO-t tartalmaz6 pozitiv kontroll; POM-1 20uM: 20 pM POM-1 tartalm( inhibitor
kontroll; POM-1 200uM: 200 uM POM-1 tartalmu inhibitor kontroll; PSB 0.1uM: 0.1 uM PSB-
12379 tartalmu inhibitor kontroll; PSB 1uM: 1 uM PSB-12379 tartalmt inhibitor kontroll;
FSCPX 10uM: 10 pM FSCPX-et tartalmazé reakcioelegy; FSCPX 100uM: 100 pM FSCPX-et
tartalmazé reakcioelegy; CPX 10uM: 10 uM CPX-et tartalmazo reakcioelegy; CPX 100uM:
100 pM CPX-et tartalmaz6 reakcidelegy. Az y tengelyen az abszorbancia értékeket abrazoltuk
630 nm-en. POM-1: natrium-polioxometallat; PSB:  dinatrium  N%-benzyl-o,p-
methyleneadenosine-5'-diphosphate; CPX: 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine; FSCPX: 8-
cyclopentyl-N°-[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N/-propylxanthine. *: p<0,05; **:
p<0,01; ***: p<0,001
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A POM-1, az ENTPDasel-3 enzimek gatloja (Miiller és mtsai, 2006) (1. tablazat) és
egyes P2 purinerg receptorok antagonistdja (Pimenta és mtsai, 2017) jelentds, de nem teljes
mértékben csokkentette a CD39 aktivitasat. Erdekes médon a POM-1 a CD73-at is gatolta,
legalabb olyan mértékben, mint a CD39-et. (Abbdl kiindulva, hogy a gatlas mértéke alig
csokkent a POM-1 koncentracié 20 uM-rol 200 uM-ra vald novelésével, ez lehetett a POM-1
maximalis gatld hatasa mindkét enzimre nézve ezekben a vizsgalatokban.) A PSB-12379, a
CD73-ra nemrégiben kifejlesztett inhibitor (Bhattarai és mtsai, 2015; Schmies €s mtsai, 2020)
viszont jelentdsen csokkentette a CD73 aktivitasat, amely hatas szelektiv volt (nem terjedt ki a
CD39-re) és 1 uM-nal teljesedett ki. Azonban sem az FSCPX, sem a CPX nem tiint Ggy, hogy
jelentésen befolyasolta volna a CD39, és a CD73 aktivitasat, a beadott magas koncentraciok

ellenére sem (9. ébra).

4.1.2. Az FSCPX és az NBMPR kozotti interakcio patkany bal pitvaron

4.1.2.1. Az adenozinra adott valasz az in vitro kezelések el6tt

Az adenozin (mint nem szelektiv, fiziol6gids adenozin receptor teljes agonista)
koncentracio-fliggden csokkentette a patkdny bal pitvari flilcsék nyugalmi kontrakcios erejét az
Osszes vizsgalati csoportban (10. abra, bal panel). Az adenozinra adott valasz egyik
koncentracional sem kiilonbozott szignifikdnsan a csoportok kozott (amelyen a kisérletek ezen
szakaszaban még azonos eld¢letliek voltak). Ez az eredmény a csoportok homogenitésat jelzi a

6 adenozinerg mechanizmusok szempontjabol (10. 4bra, bal panel).

4.1.2.2. A CHA-ra adott valasz a kontroll csoportokban

A CHA (szelektiv, szintetikus A receptor teljes agonista) szintén koncentracio-fiiggd
modon csokkentette a patkdny bal pitvari fiilcsék nyugalmi kontrakcios erejét. A CHA-ra adott
valaszok nem kiilonboztek szignifikansan a két kontroll csoport kozott, vagyis a protokollok
iddtartamanak kiilonbsége nem befolyésolta jelentdsen a CHA pitvarokra gyakorolt hatasat (10.
abra, jobb panel). [Azok a protokollok ugyanis, ahol FSCPX-et alkalmaztunk, lényegesen
hosszabbak voltak, mint a tobbi. Az FSCPX-et hasznal6 és nem hasznal6 protokollok megfeleld
Osszehasonlithatosadga érdekében egy hosszi (Kontroll FSCPX & FSCPX+NBMPR-hez) és
egy rovid (Kontroll NBMPR-hez) kontroll protokollt is hasznaltunk.]

29



§ 1007 @ Kontroll NEMPR-hez (n=4) § 1007 g Kontroll NEMPR-hez

‘;éu. A NBMPR (n = 5) % T+ Kontroll FSCPX & FSCPX+NBMPR-hez

Q. ol T Kontroll FSCPX & FSCPX+NBMPR-hez (1 =5) < s

S ¥ FSCPX (n = 5) 9

N—r N—r

P 4 FSCPX+NBMPR (n = 4) P

@ ~©

T 501 T 50-

< <

o o

\9 ~9

e fra

5] o

£ 251 £ 25

= >

< T

o o

3] o

< 0 P 200 y x x ; ; ;
9 =8 7 6 5 4 -3 10 -9 -8 -7 -6 5 -4

log[AdoO] log[CHA]

10. abra. Az adenozin (bal panel) és a CHA (jobb panel) direkt negativ inotrdp hatésa izolalt,
ingerelt patkany bal pitvaron, az adenozinerg rendszert befolyasold vegyszerek hianyaban. A
bal panel az Gsszes csoportot mutatja, amelyeket a vizsgalat ezen szakaszaig egységesen
kezeltiink (a csoportnevek a késébbi in vitro kezelésekre utalnak). A jobb panel a két kontroll
csoportot mutatja be, amelyek két, eltéré hosszu in vitro kezelésen estek at. Az x tengely a CPA

crer

kiindulasi kontrakcios er6 szazalékos csokkenését (a 0% a kiindulési kontrakcids eronek felel
meg, a 100% a pitvarok mechanikai tevékenységének megsziinését jelenti). A szimbolumok az
agonistakra adott valaszokat jelolik a csoportokon beliil atlagolva (= SEM). A jobb panel E/c
gorbéihez hasznalt kék szin megfelel a 5. abran lathatd szinkddnak (a kék szin az FSCPX
elékezelés hianyara utal). Ado: adenozin; CHA: NS-cyclohexyladenosine; E/c: koncentracio-
hatéas.

4.1.2.3. A CHA-ra adott valasz a kiillonbozo in vitro kezelések utan

Onmagéban mind az FSCPX, mind az NBMPR statisztikailag szignifikains médon
csokkentette a CHA hatasat patkany bal pitvaron: az FSCPX a CHA E/c gorbét jelentdsen
jobbra tolta anélkiil, hogy csokkentette volna a maximalis valaszt, mig az NBMPR mérsékelten
csokkentette a CHA-ra adott valaszt, de a maximalis hatast is. Az FSCPX el6kezelés azonban
elhanyagolhatova tette az NBMPR hatasat a CHA-ra adott valaszra: a CHA E/c gorbék az
FSCPX ¢és az FSCPX+NBMPR csoportokban gyakorlatilag egybeestek (11. 4bra).

Ezek a patkany pitvaron nyert eredmények megerdsitik a tengerimalac pitvaron kapott
hasonld eredményeinket (Erdei és mtsai, 2018) (lasd 5. abra). Bar az FSCPX ¢és a
nitrobenziltioinozinok 6énmagukban kifejtett hatdsa a szintetikus A receptor agonistakra adott

valaszra jelentés kiilonbségeket mutatott a patkdny ¢€s tengerimalac modellek kozott
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(nagysagukat, de nem iranyukat tekintve), az egyértelmii, hogy az FSCPX elokezelés mindkét

faj pitvaraban csokkentette a nitrobenziltioinozinok hatasat (vo. 5. abra, bal panel és 11. 4bra).
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11. abra. A CHA direkt negativ inotrop hatasa izolalt patkany bal pitvaron, FSCPX eldkezelés
nélkil és 10 uM FSCPX eldkezeléssel (kétszer beadva, a két beadds kozt rovid mosassal
megszakitva), ezt kombinalva 10 uM NBMPR hianyaval és jelenlétével. Az egyszerliség
kedvéért a Kontroll FSCPX & FSCPX+NBMPR-hez csoportot (ami nem kiilonbozott
szignifikdnsan a Kontroll NBMPR-hez csoporttdl) kihagytuk. Az x tengely a CHA
kiindulasi kontrakcios erd szazalékos csokkenését. A szimbdlumok az agonistakra adott
valaszokat mutatjak a csoportokon beliil atlagolva (= SEM). A kék, illetve piros E/c gorbék az
FSCPX eldkezelés hidnyara, illetve jelenlétére utalnak. FSCPX: 8-cyclopentyl-N*-[3-(4-
(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N!-propylxanthine; NBMPR: S-(4-nitrobenzyl)-6-
thioinosine; CHA: N’-cyclohexyladenosine; E/c: koncentracio-hatés; *: a Kontroll FSCPX &
FSCPX+NBMPR-hez csoport (adatok nem lathatéak) 6sszehasonlitdsa az FSCPX csoporttal és
az FSCPX+NBMPR csoporttal (jelezve a Kontroll NBMPR-hez CHA E/c gorbéjén); #: a
Kontroll NBMPR-hez ¢s az NBMPR csoport 6sszehasonlitasa; a jelolések szama a statisztikai
szignifikancia szintjét jelenti (egy jelolés: p < 0,05, harom jeldlés: p < 0,001).

4.1.3. APSB-12379 kolcsonhatasa az NBTI-vel tengerimalac bal pitvarban

4.1.3.1. Az adenozinra adott valasz minden csoportban

A csoportok elsdé adenozin E/c gorbéit tekintve (az in vitro kezelések eldtt) az adenozin
koncentraciotdl fiiggden csokkentette a tengerimalac bal pitvar nyugalmi kontraktilis erejét. Az

adenozinra adott valasz egyik koncentracional sem kiilonbozott szignifikdnsan a csoportok
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kozott, ami bizonyitja a csoportok homogenitasat az adenozinerg mechanizmusok tekintetében
(12. abra, bal panel). Hasonloképpen, amikor dsszehasonlitottuk a Kontroll+NBTI+PSB (Ado-
hoz) és a Kontroll+PSB+NBTI (Ado-hoz) csoportok harmadik adenozin E/c gorbéit, az
adenozinra adott valaszok nem kiilonboztek szignifikansan egyik koncentracional sem. A
korabbi kezelések (NBTI-vel vagy PSB-12379-cel) tehat nem befolyasoltak a PSB-12379-cel
¢s NBTI-vel végzett végso egyiittes kezelés eredményét (12. abra, jobb panel).
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12. abra. Az adenozin direkt negativ inotrép hatasa izolalt tengerimalac bal pitvaron, az
adenozinerg rendszert befolyasold vegyszerek hidnyaban, valamint a PSB-12379 és az NBTI
egylittes jelenlétében is (az "Ado-hoz" jelzéssel ellatott két csoport esetében). A bal panel az
Osszes csoport elsd adenozin E/c gorbéjét jeloli (a "CPA-hoz" cimkével jelolt csoportok
esetében ez az egyetlen adenozin E/c gorbe, mig az "Ado-hoz" cimkével jelolt csoportok
esetében ezek az ugynevezett kontroll gorbék). Az elsé adenozin E/c gorbét produkalo
pitvarokat itt még egységesen kezeltiik, vagyis a csoportnevek csak a késdbbi in vitro
kezelésekre utalnak. A jobb panel az " Ado-hoz" jel6lésii csoportok elsd és harmadik adenozin
alaptl logaritmusat mutatja (a szervkadban), az y-tengely pedig a hatast jeldli (a kiindulasi
kontrakcios erd szazalékos csokkenéseként). A szimbolumok az adenozinra adott, csoportokon
beliil atlagolt valaszokat jelzik (+ SEM). A jobb panel E/c goérbéihez hasznélt szinkod
lényegében ugyanaz, mint ami az 5. abran lathatd (a kék, illetve piros szinek a PSB-12379
hianyara, illetve jelenlétére utalnak). Az "Ado-hoz” jeldlésti csoportokban felvett kiillonb6zo
E/c gorbék tipusa dolt betiivel van jeldlve. E/c: koncentracio-hatas; Ado: adenozin; CPA: N%-
cyclopentyladenosine; NBTI:  S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine; ~ PSB-12379:
dinatrium N%-benzyl-o,B-methyleneadenosine-5'-diphosphate.
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Eldzetes ismeretek hidnyaban nem volt egyértelmii, hogy egy korabbi NBTI vagy PSB-
12379 kezelés befolyasolhatja-e a késébbi NBTI és PSB-12379 egyiittes kezelést, ezért az
NBTI-vel és a PSB-12379-cel torténd egyiittes kezelést mind az NBTI, mind a PSB-12379
kezelések utan elvégeztiikk. Ennek megfeleléen ezeket a csoportokat Kontroll+NBTI+PSB
(Ado-hoz), illetve Kontroll+PSB+NBTI (Ado-hoz) csoportoknak neveztiik el (12. abra).

4.1.3.2. A CPA-ra adott valaszok a "CPA-hoz" jelzéssel ellatott csoportokban

A CPA (szelektiv, szintetikus teljes A receptor agonista) szintén koncentracioéfiiggd
modon csokkentette a tengerimalac bal pitvar nyugalmi kontrakcids erejét. Az NBTI hatasa
hasonl6 volt az NBMPR patkany pitvarban kifejtett hatdsahoz és gyakorlatilag megegyezett a
tengerimalac pitvarban az NBTI-vel korabban kapott eredményeinkkel (vo. 5. abra, bal panel,
11. abra, és 13. abra, bal panel). A PSB-12379 (a CD73 szelektiv gatloja, amelynek nincs lathatd
hatasa az Aj-receptorra) onmagaban hozzdadva nem befolyasolta jelentdsen a CPA hatasat,
ellentétben az FSCPX-szel. A PSB-12379 azonban az FSCPX-hez hasonldan jelentsen gatolta
az NBTI hatasat a CPA-ra adott valaszra. Az egyetlen kiillonbség a PSB-12379 ¢s az FSCPX
"anti-NBTI" hatasa kozott az, hogy elébbi gyengébb volt, mint utobbi (vo. 5. abra, bal panel,
¢s 13. abra, bal panel).

4.1.3.3. Az adenozinra adott valasz az "Ado-hoz" jelzéssel ellatott csoportokban

Az NBTI hatdsa gyakorlatilag megegyezett a korabbi munkaink soran megfigyelt
hatassal (v6. 13. &bra, jobb panel és 5. 4bra, jobb panel). A CPA-val kapott eredményekhez
hasonldan (13. abra, bal panel), a PSB-12379 6nmagaban adva nem befolyasolta jelentdsen az
adenozin hatasat (13. abra, jobb panel). Fontos, hogy a CPA-val kapott eredményekkel
0sszhangban a PSB-12379 szignifikansan gatolta az NBTI hat4sat az adenozinra adott valaszra,
pontosabban gétolta az NBTI ugynevezett altalanos (E/c gérbét moddositd) hatasat. Ennek
megfelelden a PSB-12379 az NBTI-vel egyiitt adva mérsékelten, de szignifikansan novelte az
adenozinra adott valaszt a csak NBTI jelenlétében felvett adenozin E/c gorbéhez képest (13.
abra, jobb panel). Szintén 0sszhangban a CPA-val kapott eredményekkel, a PSB-12379 ezen
hatasa gyengébb volt, mint az FSCPX-¢ (v6. 13. abra, jobb panel és 5. abra, jobb panel).

Osszefoglalva, ezek az eredmények azt mutatjik, hogy a PSB-12379, amely az interstitialis
adenozin képzddést korlatozta annak utolso 1épésének blokkolasaval, ugyanugy transzformalta
az NBTI jelenlétében felvett CPA ¢és adenozin E/c gorbéket (13. abra), mint az FSCPX-
elokezelés, természetesen az A receptor gatlas kovetkezményeit nem szamitva (5. abra). Ez a

megallapitas kozvetett bizonyitékot szolgaltatott az FSCPX gatlo hatdsara a sziv interstitialis
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adenozin termelésére (legaldbbis a patkany ¢&s tengerimalac bal pitvarban). Kisérleti

kortiilményeinkbdl kiindulva az FSCPX e tovéabbi hatasa szintén irreverzibilisnek tlinik.
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13. abra. A CPA (bal panel) és az adenozin (jobb panel) direkt negativ inotrép hatasa izolalt
tengerimalac bal pitvarban, 10 pM NBTI és 3 uM PSB-12379 hianyaban ¢és jelenlétében
(minden kombindcioban). Mivel sem a két kontroll gorbe, sem a két PSB+NBTI gorbe nem
kiilonbozott szignifikansan egymastol (12. abra jobb panel), ezeket a gorbeparokat 6sszevontuk
tizes alapu logaritmusat mutatja (a szervkadban), az y tengely pedig a hatast (a kiindulasi
kontrakcios erd szazalékos csokkenéseként). A szimbolumok az agonistakra adott, csoportokon
beliil atlagolt valaszokat jelzik (£ SEM). A kék, illetve piros E/c gorbék a PSB-12379
hidnyéban, illetve jelenlétében felvett gorbékre utalnak. Az "Ado-hoz" jel6lésti csoportok E/c
gorbéinek tipusa délt bettivel van jeldlve. E/c: koncentracio-hatas; Ado: adenozin; CPA: N°-
cyclopentyladenosine; ~ PSB-12379:  dinatrium  N%-benzyl-a,B-methyleneadenosine-5'-
diphosphate; NBTI: S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine; kék csillagok: a Kontroll
(CPA-hoz) csoport dsszehasonlitasa az NBTI (CPA-hoz) csoporttal (bal panel), valamint az
Osszevont kontroll gorbe dsszehasonlitisa az NBTI-vel kezelt gorbével (jobb panel); piros
csillagok: a Kontroll (CPA-hoz) csoport dsszehasonlitasa a PSB+NBTI (CPA-hoz) csoporttal
(bal panel), valamint az 6sszevont kontroll gorbe Gsszehasonlitasa az 6sszevont PSB+NBTI-
vel kezelt gorbével (jobb panel); #: az NBTI (CPA-hoz) csoport 6sszehasonlitasa a PSB+NBTI
(CPA-hoz) csoporttal (bal panel), valamint az NBTI-vel kezelt gorbe Osszehasonlitisa az
osszevont PSB+NBTI-vel kezelt gorbével (jobb panel); a jelolések szama a statisztikai
szignifikancia szintjét mutatja (egy jelolés: p < 0,05, két jelolés: p < 0,01, harom jeldlés: p <
0,001).
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4.1.4. Az adagolas befolyasa az FSCPX-eldkezelés hatdsdara a bal pitvarokon

4.1.4.1. Az adenozinra adott valasz az in vitro kezelések elott

Az adenozin koncentracio-fiiggden csokkentette a bal pitvarok nyugalmi kontrakcios
erejét, mely csokkenés nagyobb volt a tengerimalacok, mint a patkanyok esetében (10 uM
adenozin koncentraciotdl). Az adenozin hatdsa semmilyen koncentracional nem kiilonbozott
szignifikansan az azonos fajhoz tartoz6 csoportok kozott. Mivel a kiilonbdzé csoportok a
kisérletek ezen szakaszaig ugyanolyan el6életiick voltak, ez az adenozinerg mechanizmusok
homogenitasat jelzi a csoportok k6zott azonos fajon beliil (14. dbra). Emellett a (Hartley tipust)
tengerimalac pitvar adenozinnal szembeni nagyobb érzékenységét tapasztalhattuk (a direkt

negativ inotropia szempontjabol) a (Wistar tipusu) patkany pitvarhoz képest (14. abra).
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14. abra. Az adenozin direkt negativ inotrop hatasa patkanyok (bal panel) és tengerimalacok
(jobb panel) izolalt, ingerelt bal pitvarain, négy-négy csoportra osztva, a vizsgalatnak ebben a
szakaszaban egységesen kezelve (a csoportnevek tehat a késobbi in vitro kezelésekre utalnak).
szervkadban), az y tengely pedig a hatést jeloli (a kiindulasi kontrakcids erd szazalékos
csokkenéseként). A szimbolumok az adenozinra adott, csoportokon beliil atlagolt valaszokat
jelzik (= SEM). Ado: adenozin; DMSO: dimetil-szulfoxid; FSCPX: 8-cyxlopentyl-N*-[3-(4-
(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N’-propylxanthine.
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4.1.4.2. A CPA-ra adott valasz 10 uM FSCPX-szel torténd in vitro elokezelést kovetden,

kiilonb6z6 adagoléasi sémak alkalmazasa mellett

A viérakozasnak megfeleléen a CPA koncentracio-fliggden csokkentette a pitvarok
nyugalmi kontrakcios erejét. A tengerimalac bal pitvarok CPA-ra adott valasza latvanyosan
nagyobb volt, mint a patkanyoké (1 nM felett). Az FSCPX eldkezelés (a pitvarok 10 pM
FSCPX-vel val6 inkubacidja 45 percig tartott, majd 75 perces kimosas kdvetkezett) a CPA E/c
gorbék jelentds jobbra tolodasat eredményezte a maximalis hatas csokkenése nélkiil (a DMSO-
val eldkezelt kontroll CPA E/c gorbékkel Osszehasonlitva), mindkét fajban (15. abra). Az
FSCPX antagonista hatasanak nagysaga azonban szignifikansan fiiggott az FSCPX szervkadba
valé beadésainak szamatdl. Amikor az FSCPX-et csak egyszer adtuk a szervkad oldatdhoz, az
eredményezte a legkisebb antagonista hatast mindkét faj esetében (0sszehasonlitva az FSCPX
egynél tobbszori beadasaval) (15. dbra). Ami a patkany pitvarokat illeti, az FSCPX beadasok
szamanak kettordl 6tre novelése mar nem fokozta az FSCPX antagonista hatasat (15. 4bra, bal
panel). Ezzel szemben a tengerimalac pitvarokban az FSCPX 6tszori beadasa (természetesen
meg nem haladva a 10 uM beadaskori koncentraciot a szervkadban) erésebb antagonista hatast
tett lehetdvé, mint a kétszeri (15. abra, jobb panel). Fontos ugyanakkor, hogy még az FSCPX

Otszori beadasa sem tudta csokkenteni a CPA maximalis hatasat egyik fajban sem (15. 4bra).

Mind a patkany, mind a tengerimalac pitvarok esetében a CPA E/c gbrbe adatok
individualis illesztése a Hill egyenlettel (1. egyenlet) hasonld Emax €s Hill-koefficiens (n)
értekeket eredményezett, mig a logECso értékek 1ényegesen kiilonboztek (delogaritmalaskor a
kiilonb6z6 csoportok ECsg értékei patkanyban kozel két nagysagrendet, tengerimalac esetében
pedig mintegy masfél nagysagrendet oleltek fel) (2. tablazat, P-1 és TG-i jelzésti panelek). Ez a
mintazat nagyjabol megfelel a kompetitiv antagonizmus megjelenésének. Mivel az FSCPX az
A1 receptor igazoltan irreverzibilis antagonistija, ez az eredmény mindkét faj pitvari
szivizmaban nagy A receptor rezervet jelez a CPA direkt negativ inotrop hatasara nézve. Ebbdl
kiindulva az (1) egyenletet globalisan is illesztettiik (megosztott Emax €s n paraméterekkel),
hogy jobban szemléltessiik a kiillonb6z6 FSCPX adagoldsi sémdk hatasat (2. tablazat, P-g és
TG-g jelzésti panelek; 15. ébra).

A patkany pitvarokban az FSCPX hatasat csak az FSCPX beadasok szamanak kettdig
torténd novelésével lehetett fokozni, valoszinilileg az FSCPX maximalis hatasanak elérése miatt
(2. tablazat, P-i és P-g panelek). Tengerimalac pitvaron viszont minél tobb FSCPX beadas
(ciklus) volt egy csoport kezelési protokolljadban, annal nagyobb volt az adott csoport logECso
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értéke (2. tablazat, TM-1 és TM-g panelek). Ez 6sszhangban vannak a kiilonb6z6 csoportok
CPA E/c gorbéinek elhelyezkedésével (15. abra).
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15. abra. A CPA direkt negativ inotrop hatdsa izolalt, ingerelt patkany (bal panel) és
tengerimalac (jobb panel) bal pitvaron, 10 pM FSCPX el6kezelés nélkiil, illetve annak
jelenlétében, harom kiilonboz6 adagolasi protokoll mellett. Az x tengely a CPA moléris
mutatja (a kiindulasi kontrakcios erd szézalékos csokkenéseként). A szimbolumok a CPA-ra
adott, csoportokon beliil atlagolt valaszokat jelzik (= SEM), mig a vonalak a globalisan illesztett
(1) egyenletet mutatjak (megosztott Emax és n paraméterekkel; 1asd a 2. tablazatot). A kék, piros,
illetve zold E/c gorbék egy, két, illetve 6t beadas (ciklus) melletti FSCPX el0kezelési protokollt
jelentenek, mig a fekete E/c gorbék az FSCPX eldkezelés hidnyat mutatjak (helyette DMSO
elékezelés tortént ot ciklussal). E/c: koncentracio-hatds; FSCPX: 8-cyclopentyl-N°-[3-(4-
(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N’-propylxanthine; DMSO: dimetil-szulfoxid; CPA: N°-
cyclopentyladenosine; *: a DMSO (5 ciklus) csoport Osszehasonlitdsa a harom FSCPX-
elékezelt csoporttal (az adott csoportot a csillag szine jelzi); #: az FSCPX (1 ciklus) csoport
Osszehasonlitasa az FSCPX (5 ciklus) csoporttal (a tobbi FSCPX-eldkezelt csoport esetében
nem kaptunk szignifikdns eredményeket); a jelolések szdma a statisztikai szignifikancia
szintjére utal (egy jelolés: p < 0,05, két jel: p < 0,01, harom jel: p <0,001)
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DMSO FSCPX FSCPX FSCPX
(5 ciklus) (1 ciklus) (2 ciklus) (5 ciklus)
47,65 54,15 54,53 57,1
Emax (%)
(45,08-50,57)  (47,92-64,04)  (48,41-6563) (49,92 - 73,19)
-6,956 -5,558 5,17 5,123
. logECso
P-i (-7,105 - -6,788)  (-5,809 - -5,200)  (-5,391 - -4,812)  (-5,346 - -4,689)
0,797 0,739 0,68 0,815
(0,632-1,046)  (0,547-1,006)  (0,533-0,852) (0,567 - 1,136)
r2 0,9474 0,9285 0,9526 0,9261
49,99
Emax (%)
(47,96 - 52,23)
-6,879 -5,603 -5,311 5,313
logECso
P-g (-7,019 - -6,73)  (-5836--5548) (-545--5173)  (-5,446 - -5,181)
i 0,814
(0,719 - 0,926)
r2 0,9431 0,9261 0,9505 0,9161
93,41 93,92 95,78 96,2
Emax (%0)
(89,19-97,92)  (89,71-98,72)  (90,73-101,9)  (91,4-101,9)
-7,319 -6,224 -6,028 5,886
. logECso
TM-i (-7,457 --7,18)  (-6,326--6,113) (-6,148 - -5,891) (-5994 - -5,762)
0,819 0,852 0,745 0,745
(0,666-1,02)  (0,711-1,026) (0,626 -0,894) (0,636 - 0,878)
r2 0,9618 0,9829 0,9789 0,9812
e (%) 94,35
0
e (92,15 - 96,67)
ouEC -7,303 -6,218 -6,052 5,917
™™g 95%  (7.398--7.209) (-6.316--6,119) (-6,146 - -5,958)  (-6,005 - -5,828)
] 0,794
(0,727 - 0,869)
r2 0,9616 0,9826 0,9787 0,981

2. tablazat. A Hill-modell (1. egyenlet) paraméterei (és 95%-os megbizhatdsagi hataraik) négy
csoport atlagolt CPA (N’-cyclopentyladenosine) koncentracio-hatas (E/c) adataira individualis
¢s globalis illesztés mellett patkany, valamint tengerimalac bal pitvaron. P-i: individudlis
illesztés patkany E/c adatokra; P-g: globalis illesztés patkany E/c adatokra; TM-i: individualis
illesztés tengerimalac E/c adatokra; TM-g: globdlis illesztés tengerimalac E/c adatokra; r’:

determindcios egyiitthato

4.2. A CBD-vel kapcsolatos eredmények

4.2.1. A CPA-ra és az adenozinra adott valasz

Mind a CPA, mind az adenozin koncentracid-fliggden csokkentette a pitvari kontrakcids

erét minden csoportban. Mig a CPA (viszonylag stabil, rosszul transzportalodo, szintetikus A1
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receptor agonista) a CBD-vel kezelt obese ZDF csoportban valtotta ki a leggyengébb valaszt
(16. abra, bal panel), addig az adenozin (gyorsan metabolizal6do és transzportalodo, fiziologias
adenozin receptor agonista) éppen ebben a csoportban hozta 1étre a legerdsebb hatast (16. abra,
jobb panel). A Lean ZDF csoportban a pitvarok CPA-ra és adenozinra adott valasza nem sokban

kiilonbozott az Obese ZDF csoportban megfigyelhetd valaszoktol (16. dbra).
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16. abra. A CPA és az adenozin direkt negativ inotrép hatdsa lean és obese tipusi ZDF
patkanyok izolalt, ingerelt bal pitvarain, korabbi in vivo kannabidiol (CBD) vagy vivéanyag
kezeléssel (ami az obese tipusu ZDF patkanyokat illeti). Az x tengely az adott agonista molaris
mutatja (a kiinduldsi kontrakcids erd szézalékos csokkenéseként). A szimbolumok az adott
agonistara adott valaszokat mutatjak a csoportokon beliil atlagolva (= SEM), a gorbék pedig az
illesztett Hill egyenletet (1. egyenlet). CPA: N°-cyclopentyladenosine ; Ado: adenozin; *: a
CBD-kezelt obese ZDF csoport (n = 6) és a Lean ZDF csoport (n = 8) dsszehasonlitasa; #: a
CBD-kezelt obese ZDF csoport és az Obese ZDF csoport (n = 4) 6sszehasonlitasa; a jeldlések
szama a statisztikai szignifikancia szintjét jelenti (egy jel: p < 0,05, két jel: p < 0,01, harom jel:
p <0,001)

4.2.2. A CBD altal termelt interstitialis adenozin tobblet

A CBD-kezelt obese ZDF csoport atlagolt CPA E/c gorbe (roviden: CBD-kezelt CPA
E/c gorbe) torzulasat az Obese ZDF csoport atlagolt CPA E/c gorbéjéhez (rdviden: az intakt
CPA E/c gorbe) képest RRM-mel hataroztuk meg (17. abra). Az individudlis és globalis

illesztés, valamint a hagyomanyos ¢€s robusztus regresszid kombindcioi négy cx értéket
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(ugyanakkora hatés 1étrehozéasara képes CPA koncentraciot) szolgaltattak a CBD altal okozott

tobblet interstitialis adenozin kvantifikalasara (3. tablazat).
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17. abra. A CPA direkt negativ inotrop hatasa obese tipusit ZDF patkanyok izolalt és ingerelt
pitvarain, korabbi in vivo kannabidiol (CBD), illetve vivOanyag kezeléssel. Az x tengely az
az y tengely a hatast mutatja (a kiinduldsi kontrakcios erd szazalékos csokkenéseként). A
szimbdlumok a CPA-ra adott valaszokat mutatjak a csoportokon beliil atlagolva (= SEM). A két
vékonyabb, illetve az egyetlen vastagabb szaggatott gorbe a receptoridlis valaszkészség
modszer (RRM) globdlis és robosztus modon, illetve individualis és hagyomanyos modon
illesztett modelljét (3. egyenlet) jeloli. CPA: NO- cyclopentyladenosine

Hagyomanyos regresszié Robusztus regresszio
intakt gorbe CBD gorbe CBD gorbe intakt gorbe
Globalis ~0 1,94 nmol/l 3,02 nmol/l ~0
illesztés (-223) (-8,712) (-8,519) (-223)
Individualis na 2,7 nmol/l 3,2 nmol/l na
illesztés - (-8,568) (-8,5) h

3. tablazat. A receptorialis valaszkészség modszer (RRM) két fiiggetlen regresszios beallitast
kombindlo illesztésével kapott cx (illetve logcex) értekek. CBD gorbe: a CBD-kezelt obese ZDF
csoport atlagolt CPA koncentracio-hatas (E/c) gorbéje; intakt gorbe: az Obese ZDF csoport
atlagolt CPA E/c gorbéje; CBD: kannabidiol; CPA: NS-cyclopentiladenosine; ZDF: Zucker
Diabetic Fatty; n.a.: nem alkalmazhato
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Vérakozasainknak megfelelden a négy cy érték kozel all egymashoz, bar a globalis plusz
hagyomanyos illesztés eredménye lefelé kilog. A harom egymashoz legkdzelebbi cx érték koziil
az individudlis plusz hagyoményos illesztéssel kapott értéket valasztottuk ki tovabbi
felhasznalasra (a leginkabb azért, mert a korabbi vizsgalataink soran a legtobb esetben ezt az
illesztést alkalmaztuk). A globalis illesztés az intakt CPA E/c gorbékre is adott ¢y értéket. Ezek
belsd kontrollként szolgaltak, mivel esetiikben (a CBD hidnya miatt) nulla értéket vartunk (3.
tablazat).

4.2.3. A CPA és az adenozin E/c gorbék korrigalt hatasai CBD-kezelt patkany pitvaron

A korrigalt CBD-kezelt CPA E/c gorbe kortilbelil 25% hatdsrol indult, ami jelentds
interstitialis adenozin tobbletet jelez CBD jelenlétében, amit az ENTI1 gatlasanak
tulajdonithatunk. Az in vivo bevitt CBD azon része, ami az ex vivo pitvarokban maradt, tehat
,hegyed-hatékony” extra adenozin koncentraciot (ECzs) produkalt az obese tipusu ZDF

patkany pitvarok interstitiumaban (18. 4bra, bal panel).

A korrigalt CBD-kezelt adenozin E/c gorbe elsé hatas értéke ugyanakkor 25% felett
volt. Ez 6sszefiiggésbe hozhato azzal, hogy a korrigalatlan elsd hatas érték eleve szokatlanul

nagy, koriilbeliil 11% volt (18. abra, jobb panel).

Ahogy varhatd volt, a korrigalt CBD-kezelt CPA E/c gbrbe utolsé szakasza nem
hordozott extra informaciot az intakt CPA E/c gorbe utolsé részéhez képest. Kis és kozepes
koncentracioknal a korrigalt CBD-kezelt CPA E/c gorbe az intakt CPA E/c gorbe felett futott,
nagy koncentracioknal viszont gyakorlatilag ugyanazt a maximumot érte el (18. abra, bal
panel). A kozel azonos maximum (mint vart eredmény) a felhasznalt adatok megbizhatosagara
utal, tehat a korrigalt CBD-kezelt CPA E/c gorbe utolsé szakasza belsd kontrollként

hasznalhato.

Ezzel szemben a korrigalt CBD-kezelt adenozin E/c gorbe jelentdsen meghaladta az
intakt adenozin E/c gérbét minden koncentracional, beleértve a legmagasabbakat is (18. abra,
jobb panel). A CBD-kezelt adenozin E/c gorbe tényleges maximuma tehat nagyobb volt, mint
az intakt adenozin E/c gorbéé, ami azt mutatja, hogy a CBD-kezelés ndvelte a pitvarok

adenozinra adott maximalis valaszat.

Mivel a szivizom A adenozin receptorainak mikrokornyezetében az interstitialis

adenozin koncentraci6 pontos értékei ismeretlenek szdmunkra, a korrigalt hatasértékeket csak
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crer

konnyen kiszamolhat6) (18. abra).

1007 o Obese zDF 1007 o obese zDF

- CBD-kezelt obese ZDF <4 CBD-kezelt obese ZDF

754 o CBD-kezelt obese ZDF CBD-kezelt obese ZDF

' Korrigalt hatas értékekkel 757 ¢

™ korrigalt hatas értékekkel P

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

T T T T T T

T
0 9 8 7 6 -5 -4 9 -8 7 6 5 -4 -3

log[CPA] log[Ado]

18. abra. A CBD-kezelt obese ZDF csoport CPA ¢és adenozin koncentracid-hatas (E/c)
gorbéinek korrigalt hatas értékei, valamint a korrigalatlan CPA és adenozin E/c gérbék hatas
értekei mindkét obese tipusi ZDF patkanyokat tartalmazoé csoportban. Az x tengely az adott
tengely a hatdst mutatja (a kiinduldsi kontrakcids erd szdzalékos csokkenéseként). A
szimboélumok az agonistékra adott valaszokat jelentik a csoportokon beliil 4tlagolva. CPA: N°-
cyclopentyladenosine; Ado: adenozin; CBD: kannabidiol; ZDF: Zucker Diabetic Fatty
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5. Megbeszélés

5.1. Az FSCPX-re vonatkozd kovetkeztetéseink

A jelen disszertaciot megalapozd vizsgalataink FSCPX-re vonatkozd eredményei
szamos indirekt bizonyitékot szolgaltattak azon hipotézisiink megerdsitésére, miszerint az A
receptor antagonizmus mellett az FSCPX-nek tovabbi hatdsa is van, ami altal a szivben képes
csokkenteni az interstitialis adenozin szintet. Emellett Ggy tlinik, hogy az FSCPX a hatésat a
sejtmembranban fejti ki: a beadott mennyiség egy része beoldodik a membranokba, a vizes
kompartmentben maradé hanyad pedig gyorsan elbomlik. Mivel a CD39 (ekto-apiraz) és a
CD73 (ekto-5’-nukleotiddz) enzimek ugyaniigy membranhoz kotottek, mint az A receptor, az
FSCPX altalunk feltételezett hatdsa szempontjabdl tovabbra is a CD39 és/vagy a CD73 tiinnek
a legval6sziniibb célpontoknak. Mellékleletként megallapitottuk, hogy az E-NTPDazl-3
enzimek (Id. 1. tdblazat) inhibitoraként szamon tartott POM-1 vegyiilet a CD39 (E-NTPDaz1)

mellett a CD73 enzimet is hatékonyan gétolta.

Jelen vizsgalatunk megértésének a kulcsa a 5. dbran lathato E/c gorbék egymashoz
képesti elhelyezkedésének megértése. Ex vivo eredményeink nagyrészt E/c gorbék
transzformacioinak elemzésén alapulnak, melyekbdl kovetkeztetéseket vonunk le a mogottes
mechanizmusokra vonatkozoan. A 5. abran az FSCPX jobbra tolta mind a CPA, mind az
adenozin E/c gorbéjét (a nekik megfeleld kontroll E/c gorbékhez képest), ami az A receptorok
inaktivacidjara utal, Osszhangban az FSCPX irreverzibilis A; receptor antagonista
természetével (Gesztelyi és mtsai, 2013; Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014). Az FSCPX-
elokezelt E/c gorbék megtartott maximalis hatdsa nagy A1 receptor rezervre utal a vizsgalt
direkt negativ inotrép hatasra vonatkozoan (Gesztelyi €s mtsai, 2013; Kiss €s mtsai, 2013; Pak
és mtsai, 2014), melynek esetiinkben nincs kiilondsebb jelentdésége. Az NBTI (mint
nitrobenziltioinozin-szarmazék) a CPA E/c gorbét jobbra tolta és csokkentette a maximalis
hatast. Mivel a nitrobenziltioinozinok nem antagonizaljak az A1 receptort (Thorn és mtsai,
1996; Boswell-Casteel ¢s mtsai, 2017), ezért ez a jelenség olyan hatést jelez, ami valamilyen
mas mdodon csokkenti az A receptor medialta inotrdp valaszt. Ezt a hatast nevezhetjiik az NBTI
altalanos E/c gdrbe modositd hatdsdnak, amit az interstitialisan felhalmozodott endogén
adenozinnak tulajdonithatunk, ami pedig a sejt belseje felé torténd adenozin transzport NBTI
altali gatlasanak koszonhetd (Karsai és mtsai, 2007a, 2007b). Az NBTI hatasa az adenozin E/c

gorbére Osszetettebb: az altalanos E/c gorbe modositod hatas mellett egy specifikus E/c gorbe
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modositd hatas is a része. Ez utobbi fokozza az A receptor valaszt az exogén adenozin szint
novelésével, melyet az adenozin transzport gatldsa okoz, ami megvédi az exogén adenozint az

intracellularis eliminaciotél.

Ha az FSCPX ¢és az NBTI kiilon-kiilon vett hatdsai egyszeriien 6sszeaddédnanak, az
eredd hatast tiikr6z6 E/c gorbék jobbra tolodnanak az NBTI-kezelt E/c gorbékhez képest, de
nem ezt tapasztaltuk. Ehelyett az FSCPX+NBTI E/c gorbék balra tolodtak el az NBTI-kezelt
gorbéktol, sét a maximalis hatast tekintve még feliil is multak azokat (az alkalmazott agonistatol
fliggetleniil). Ez a jelenség interakciora utal az FSCPX és az NBTI hatasai kozott. Eddigi ex
vivo ¢€s in silico eredményeink alapjan Ugy gondoljuk, hogy ez az interakcié az FSCPX egy
korabban nem ismert hatdsanak tulajdonithatd, melynek 1ényege, hogy csokkenti az NBTI
altalanos E/c gorbe modosité hatasat (Erdei és mtsai, 2018; Szabo és mtsai, 2019a). Jelen

vizsgalatunk célja tisztazni az FSCPX ezen hatdsdnak mechanizmusat.

Ex vivo vizsgalataink Iényege a kapcsolat keresése az E/c gorbék alakja és a molekularis
hattér kozott: értelmezni az E/c gorbék transzformdcioit az altalunk hasznalt vegytiletek ismert
hatasmechanizmusai alapjan és forditva, hatasmechanizmusokra kovetkeztetni a megfigyelt E/c
transzformaciokbol. Ennek soran a szerzett ismeretekbdl 1épésrol 1épésre épitettiik fel (és

idonként at) hipotézisiinket.

Korabbi (izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvarokon felvett) E/c gorbékkel foglalkozo
munkaink soran azt lattuk, hogy NBTI (szelektiv ENT1 gétl6) jelenlétében az FSCPX (szelektiv
és irreverzibilis A receptor antagonistaként ismert molekula) paradox méddon ndvelte az
adenozin és a CPA E/c gorbék maximalis hatas értékét (Kiss €s mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014).
Ezen paradox jelenség hatterében in silico eredményeink alapjan interferenciat feltételeztiink
az FSCPX és az NBTI hatasai kozott (Zsuga és mtsai, 2017). Tovabbi, ezzel a jelenséggel
foglalkoz6 ex vivo és in silico eredményeink alapjan azt feltételeztiik, hogy az FSCPX azon tal,
hogy antagonizalja az A1 adenozin receptort, gatolja az NBTI (adenozin receptor agonistak E/c
gorbéire kifejtett) két hatasa koziil az altalanosat, amit az endogén adenozin ENT1 gatlas miatti
interstitialis felhalmozddasa okoz (Erdei és mtsai, 2018; Szabo €és mtsai, 2019a). Ennek
mechanizmusaként azt feltételeztilk, hogy az FSCPX csokkentheti egy vagy tobb, az
interstitialis adenozin képzddésében szerepet jatszo enzim aktivitasat. A két legvaldszinlibb
jelolt a CD39 és a CD73, mivel a szivben ez a két legfontosabb ektonukleotidaz (1. tdblazat)
(Borea ¢és mtsai, 2018; Zimmermann, 2000; Fredholm ¢s mtsai, 2001). Jelen vizsgalatunk
konkrét célja e feltételezésiink igazolésa vagy elvetése volt, lehetdleg az FSCPX CD39 ¢s CD73

enzimaktivitasra kifejtett hatdsara vonatkoz6 kozvetlen bizonyiték révén.
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Ilyen kozvetlen bizonyiték lett volna a CD39 és/vagy a CD73 FSCPX éltali gatlasa
(vagy annak hidnya) egy megbizhat6 in vitro enzimgatlasi esszében. Amikor azonban olyan
kiteket hasznaltunk, melyek vizes oldatban tartalmaztdk az enzimeket és azok igazolt, illetve
feltételezett inhibitorait, se a CD39, se a CD73 esetében nem tapasztaltunk gatldé hatast az
FSCPX részérdl (9. abra). Felmeriilt, hogy ennek oka nem a gatlas hidnya, hanem az volt, hogy
az FSCPX vizes kdzegben gyorsan (2-3 perc alatt) elbomlik (van Muijlwijk-Koezen és mtsai,
2001). A kitekben egyébként a CPX (szelektiv, reverzibilis az A1 receptor antagonista, ami
kiindulasi molekulaként szolgal az FSCPX szintéziséhez) sem bizonyult enzim inhibitornak,
melyet a CPX vizbeli stabilitdsa miatt (von der Leyen €s mtsai, 1989) megbizhat6 eredménynek
tartunk (9. dbra). Levonhato tehat az a kovetkeztetés, hogy az FSCPX molekula CPX részének

Oonmagaban nem tulajdonithat6 ektonukleotidaz gatl6 hatas.

Hogy feloldjuk az ellentmondéast az FSCPX ex vivo hatdsossdga €s az in vitro
hatéastalansaga kozott, kidolgoztuk azt a hipotézist, hogy beadas utan az FSCPX gyorsan belép
a szovetek lipid kompartmentjébe (pl. a sejtmembranokba), mialatt a vizes kompartmentben
(szervkadban 1év6 Krebs-oldat, interstitialis folyadék, citosz6l) maradé FSCPX gyorsan
elbomlik. Ily modon az FSCPX hathat azokon strukturdkon, melyek a lipid kompartmentben
vagy azok felszinén helyezkednek el, mint példaul a membrankotott fehérjék. Ismert, hogy az
A receptor, a CD39 és a CD73 1s mind membrankotott fehérjék (Zimmermann és mtsai, 2000;
Fredholm és mtsai, 2001). Amennyiben hipotézisiink helytalld, az FSCPX nem vizsgalhato

vizbazisu kitekkel.

Vizsgalataink ezen pontjan visszatértlink az ex vivo megkdozelitéshez: célunk az eredeti
jelenség (az FSCPX paradoxon) megerdsitése volt. Ebbdl kiindulva megismételtiik az eredeti
kisérlet legmegbizhatobb részét (ahol szintetikus A receptor agonistat hasznaltunk) néhany
modositassal: CPA helyett még stabilabb CHA-t, NBTI helyett a szélesebb korben hasznalt
NBMPR-t, tengerimalac helyett pedig az ugyancsak gyakrabban hasznalt patkanyt vettiik eld.
A valtoztatasok azt a célt szolgaltdk, hogy kiszlrjiik a korabban hasznalt vegyiiletek ¢és

allatmodell elére nem lathatd, véletlenszerli hatasat az eredményekre.

Az 1j kisérleteket elvégezve megallapitottuk, hogy bar a patkdny CHA E/c gdrbék
lefutasa elsd ranézésre eléggé eltért a tengerimalac CPA E/c gorbékétdl (ami az FSXPX erdsebb
¢s az NBMPR gyengébb hatdsat mutatta a patkany pitvaron), az FSCPX paradoxon ebben a
modellben 1s megmutatkozott. A két nitrobenziltioinozin-kezelt E/c gorbét (FSCPX
elokezeléssel, illetve anélkiil, ugyanabban az allatmodellben) valodi kontroll gorbéikkel

hasonlitottuk Ossze: a kizarolag NBMPR- és kizarolag NBTI-kezelt E/c gorbéket a nativ E/c
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gorbékkel, mig az FSCPX+NBMPR- és FSCPX+NBTI-kezelt E/c gorbéket a kizardlag
FSCPX-kezelt E/c gorbékkel. Ez az 6sszehasonlitds megmutatta, hogy az FSCPX elékezelés
drasztikusan csokkentette az adott nitrobenziltioinozin-szarmazék hatdsat az adott stabil A
receptor agonista E/c gdrbéjére (vO. 5. abra, bal panel és 11. dbra). Mivel az NBMPR ¢s az

NBTI hatésa a stabil A; receptor agonistak E/c gorbéjére kizarolag az altalanos E/c gorbe

crer

crer

korabbi eredményeinket.

Kovetkezé célunk annak kideritése volt, hogy van-e kolcsonhatas egy
nitrobenziltioinozin-szarmazék és egy olyan szer kozott, ami bizonyitottan csokkenti az
interstitialis adenozin termelddést, de nem antagonizalja az A receptort. Eztttal a teljes eredeti
kisérletiinket megismételtiik (lasd: 5. &bra) Ggy, hogy FSCPX helyett PSB-12379-et (egy
nemrégiben kifejlesztett, potens CD73 inhibitor) hasznaltunk (Bhattarai és mtsai, 2015;
Schmies ¢és mtsai, 2020). Azt tapasztaltuk, hogy a PSB-12379 ugyanolyan modon
transzformalta a CPA és az adenozin E/c gorbéket, mint ahogy az FSCPX el6kezelés tette,
eltekintve az E/c gorbék jobbra tolodasatol, melyet az FSCPX A1 receptor antagonista hatasa
okozott, és ami PSB-12379 jelenlétében elmaradt. Az NBTI &ltalanos E/c gorbe modosito
hatasa (kisebb Emax és nagyobb ECso) tehat gyengébb volt, amikor PSB-12379 is jelen volt a
rendszerben (vo. 5. dbra és 13. dbra). Erdekes modon a 10 uM FSCPX elékezelésnek erdsebb
hatasa volt az NBTI-kezelt E/c gérbékre, mint a 3 uM PSB-12379 jelenlétének, habar mar 1
uM PSB-12379 is maximalis CD73 gatlo hatast fejtett ki in vitro vizsgalatunk soran (9. abra,
jobb panel). Elképzelhetd, hogy az erdsen lipidoldékony FSCPX hatékonyabban képes gatolni
a membrankdtott CD73 enzimet, mint a vizoldékony PSB-12379. Osszefoglalva, az
interstitialis adenozin termelés gatldsa képes utanozni az FSCPX A receptor antagonizmuson
kiviili hatasat.

Végiil arra torekedtiink, hogy ala tudjuk tdmasztani az FSCPX kinetikai vonatkozasaival
kapcsolatos feltevésiinket. Régota ismert, hogy egy szer hatdsa a szervezetben kinetikai
szempontbdl is fontos esemény mind a célpont elérése, mind a célponttal vald kdlcsonhatés
szempontjabol (van Rossum, 1977). Abbol indultunk ki, hogy az FSCPX-nek csak az a része
fejthet ki hatast a késébbiekben, ami a beadas utan perceken beliil bejut a sejtmembranba. Ha
ez igaz, a 45 perces inkubdacio alatt minél tobbszor keriil beadasra az FSCPX (ugyanolyan 10

uM-os szervkadbeli koncentraciot elérve), annal nagyobb lesz a mennyisége (koncentracidja)

46



a sejtmembranokban (egy bizonyos hatarig). Megvizsgaltuk tehat az FSCPX beadésai
szamanak hatdsat az FSCPX A receptor antagonista hatasara izolalt, ingerelt patkany és
tengerimalac bal pitvaron. Eredményeink szerint az FSCPX hatdsa fokozhat6 az FSCPX
beadasok szamanak novelésével. Patkany pitvaron az FSCPX hatasa 2 beadds utdn mar nem
valtozott, tengerimalac pitvaron viszont végig (5 beadasig) nott (15. abra, 2. tablazat). Ez
alatdmasztja feltételezésiinket a sejtmembran elsddleges szerepérdl az FSCPX hatdsanak
kifejlodése szempontjabol, ami ezaltal feloldja az ellentmondast az FSCPX ex vivo
hatékonysaga és in vitro hatastalansadga kozott (a CD39 és/vagy CD73 gatld hatast tekintve).
Az FSCPX ezen kinetikai sajatsaga érthetové teszi azt is, hogy miért is olyan nehéz ezen

vegyiilet hatasmechanizmusat tanulmanyozni.

Mindent Osszevetve, egyetlen kozvetlen bizonyiték helyett harom kozvetett
bizonyitékot szereztiink az FSCPX azon feltételezett hatdsara vonatkozoéan, hogy csokkenti a
nukleozid transzport gatlok interstitialis adenozin felhalmozddast okozé hatasat. Az FSCPX
ezen hatdsdnak mechanizmusat csak tovabbi vizsgélatokkal lehet pontositani. Az eddigi
eredményeink alapjan mindazonaltal feltételezhetjiik, hogy az FSCPX membrankotott
célpontokat befolydsol, melynek eredményeként képes csokkenteni az interstitialis adenozin
termelddését a myocardiumban. Az FSCPX eldkezelést kovetd hossza (75 perces) kimosasi
periodus alapjan az FSCPX hatésai irreverzibilisnek tlinnek, bar nem zarhato ki valamennyi
FSCPX membranokban val6 perzisztalasa (so6t, inkabb valdszinii). Az ok, ami miatt az FSCPX
(altalunk feltételezett) masodik hatasa csak a nukleozid transzport gatldsa soran nyilvanul meg,
az, hogy még a nyugalmi interstitialis adenozin szint is tul alacsony ahhoz, hogy észrevehetd
negativ inotrop hatést valtson ki, nem beszélve annak csokkenésérdl (Pak és mtsai, 2015).
Emiatt csak olyan koriilmények kozott vagyunk képesek az FSCPX fent emlitett hatasat
(mint példaul a nukleozid transzport gatlasa). Legjobb tudomasunk szerint jelenleg a mi
kisérleti megkozelitésiink az egyetlen olyan ex vivo rendszer, ami lehetdvé tette az FSCPX

paradoxon felismerését és vizsgalatat.

5.2. A CBD-re vonatkozo6 kovetkeztetéseink

A jelen értekezést megalapoz6 vizsgalataink CBD-re vonatkozé eredményei - legjobb
tudomasunk szerint - el6szor szolgalnak funkciondlis bizonyitékkal a CBD szivizomban
kifejtett adenozin transzport gatld hatasarol, emellett eldszor zarjak ki az adenozin receptor

agonista sajatossagot a CBD szdmottevd tulajdonsagai koziil. A CBD tartds, oralis adagolasa

47



szignifikdnsan ndvelte obese tipusu ZDF patkényok izolalt, ingerelt bal pitvarainak adenozinra
adott valaszat, ami arra utal, hogy CBD alkalmazasa mellett a szivben tartésan fokozott

adenozinerg védelem van jelen a metabolikus szindromara jellemz6 koriilmények kozott is.

A CBD igéretes, nem bodito hatast fitokannabinoid, melynek széles korben vizsgaljak
gyulladasgatlo, daganatellenes, neuroprotektiv, gorcsoldo, szorongasoldo, antipszichotikus,
antidepresszans ¢€s antidiabetikus tulajdonsagait (Bielawiec és mtsai, 2020; Sunda és mitsai,
2020; Kicman és Toczek, 2020; Bilbao és mtsai, 2022; Peng és mtsai, 2022). A CBD raadésul
kereskedelmi forgalomban van mint étrend-kiegészitd, igy mar csak ezért is fontos feltarni
hosszu tavl hasznalatanak lehetséges kovetkezményeit. Kiilonos figyelmet kell forditani a
létfontossdgu, de érzékeny szervekre, mint a sziv, illetve az alapvetd protektiv
mechanizmusokra, mint amilyen az adenozinerg rendszer is. Ennek megfelelden a most
ismertetett vizsgalataink soran arra a hatasra 6sszpontositottunk, amelyet a hosszl tavu oralis
CBD kezelés képes kifejteni a szivizom adenozinerg rendszerére, amely utobbi miikodését a
pitvarra jellemz6 robusztus direkt negativ inotrop hatas mérésével (Fredholm és mtsai, 2001;
Belardinelli és mtsai, 2015) kdvettiik. A szivizomban az adenozin legtobb hatasat, beleértve a
direkt negativ inotropidt is, az A receptor kozvetiti (Fredholm és mtsai, 2001; Szentmiklosi és

mtsai, 2011; Headrick €s mtsai, 2013; Belardinelli és mtsai, 2015; Lasley, 2018).

A CPA (viszonylag stabil, rosszul transzportalodo, szintetikus A; receptor teljes
agonista) szignifikansan kisebb valaszt valtott ki a CBD-kezelt, obese tipusi ZDF patkanyokbol
izolalt pitvarokban, mint a vivOanyaggal kezelt obese tipustt ZDF patkanyok pitvaraiban (16.
abra, bal panel). Ezzel szemben az adenozin (gyorsan metabolizal6dd és transzportalodo,
fiziologias adenozin receptor teljes agonista) szignifikdnsan nagyobb valaszt valtott ki a CBD-
kezelt pitvarokban, mint a vivOanyaggal kezeltekben, igaz, ez csak alacsony és kozepes
koncentracioknal volt megfigyelheté (16. é4bra, jobb panel). Munkacsoportunk korabbi
tapasztalatai szerint ez a mintazat jellemzd arra az allapotra, amikor a szivizom adenozin
transzportja gatolva van (Karsai és mtsai, 2006; Kiss és mtsai, 2013; Erdei és mtsai, 2018;
valamint a jelen disszertdciot megalapozo elsé vizsgalatunk). Ennek oka, hogy megfeleld
oxigénellatas esetén a szivizom adenozin transzportja a sejtekbe iranyul, igy gatlasa noveli az
endogén adenozin interstitialis szintjét (Deussen és mtsai., 1999, 2006; Karsai és mtsai., 2006).
Ez a tobblet interstitialis adenozin elhaszndlja az adenozin receptorok vélaszadasi
kapacitasdnak egy részét még azeldtt, hogy E/c gorbét vennénk fel a rendszerben (Gesztelyi €s
mtsai., 2004; Grenczer ¢és mtsai, 2010a). Ennélfogva egy rosszul transzportaldd6é adenozin

receptor agonista (pl. CPA) nem tud akkora hatést kivaltani ebben a rendszerben, mint
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amekkorat egy intakt rendszerben (amelyben az adenozin transzport ép) kivalthatna. Egy
gyorsan metabolizal6do és transzportalodd adenozin receptor agonista (pl. adenozin) esetében
viszont két ellentétes hatds érvényesiil: a fent emlitett torzitd hatds, ami csokkenti a valaszt, és
egy masik hatds, ami fokozza a valaszt. Ennek mechanizmusa az, hogy a transzport gatlasa

megvédi ezt a metabolizalhatd és szallithatd exogén agonistat az intracellularis eliminaciotol.

E két ellentétes hatds ereddjeként a kis és kdzepes agonista koncentraciokra fokozott
valaszok, a nagy agonista koncentraciokra csokkent vagy valtozatlan valaszok alakulnak ki. Ezt
figyeltilk meg korabbi, tengerimalac és patkany pitvarokon végzett vizsgalataink soran, ahol
nitrobenziltioinozin szarmazékokat hasznaltunk az adenozin transzport gatlasara, mikozben
adenozint alkalmaztunk jol metabolizal6do és transzportalddd exogén agonistaként (Karsai és
mtsai, 2006, 2007; Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014; Erdei és mtsai, 2018; valamint a
jelen disszertaciot megalapoz6 elsé vizsgéalatunk). A most ismertetett vizsgélatban is ezt
tapasztaltuk a CBD-vel kezelt pitvarok esetén: gyengébb valaszt kaptunk minden CPA-
koncentraciora (16. abra, bal panel), mig a kis és kdozepes adenozin koncentracidkra erdsebb, a
nagy adenozin koncentraciokra pedig valtozatlan valaszokat (a vivOanyaggal kezelt

pitvarokhoz képest) (16. abra, jobb panel).

A kutatasok szerint a CBD hatékonyan gatolja az ENT1-et (Carrier és mtsai, 2006; Liou
és mtsai, 2008; Pandolfo és mtsai, 2011). Ez a hatas erds, koncentracio-fliggd €s mar viszonylag
kis CBD koncentraciénal (100 nM) kialakul (Carrier és mtsai, 2006; Ibeas Bih és mtsai, 2015).
Eddig neuronokban (Pandolfo és mtsai, 2011), makrofidgokban, valamint retina és agyi
mikroglia sejtekben (Carrier és mtsai, 2006; Liou és mtsai, 2008) mutattdk ki, de a szivben
korabban még nem. Jelen kutatasunk az elsd, amely funkcionalis bizonyitékot szolgaltat a CBD

adenozin transzport gatld hatasarol a szivizomban.

Mivel az adenozin minden tipusii adenozin receptort aktival, a sziv A2a adenozin
receptoranak esetleges érintettségét sem lehet figyelmen kiviil hagyni. Az Aza adenozin
receptor, elsdsorban az adenilat-ciklaz stimulalasaval, novelheti a kontraktilis erét (Boknik és
mtsai, 2021). Ha a CBD képes lenne gyengiteni az A>a adenozin receptor funkciojat (vagy
annak jelatvitelét), ez a mechanizmus hozzajarulhatna az adenozin erdsebb negativ inotrép
hatasdhoz a CBD kezelés utan, amit a jelen tanulmdnyban is megfigyeltiink (16. 4bra, jobb
panel). Legjobb tudomasunk szerint azonban még nem irtak le olyan eredményt, ami erre
utalna. Hasonloképpen, (pl. lasd az 3. tablazatot Kicman és Toczek, 2020-ban), eddig nem
talaltunk bizonyitékot a CBD azon hatisarol, ami az adenozinhoz kapcsolddd enzimek

aktivitasat befolyasolna. Tovabbd, ha figyelembe vessziik a CBD elképzelhetd hatasait a
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szivizom adenozinerg rendszerére a nukleozid transzporton kiviil, egyik sem magyarazza azt a
megfigyelésiinket, hogy a CBD ellentétes hatast gyakorolt az adenozin és a CPA altal kivaltott
valaszokra (16. abra).

A CBD ENTI1 gatl6 hatasanak kelléen latvanyos és meggy6z6é kimutatasahoz némi
transzformaciot tartottunk sziikségesnek a CBD-vel kezelt allapotot reprezentald E/c gorbéken.
Mint fentebb emlitettiik, ha figyelmen kiviil hagyjuk az interstitialis adenozin tobblét, az
torzitani fogja az adenozin receptor agonistak hagyomanyosan kiértékelt és abrazolt E/c gorbéit
(oly modon, hogy virtualis csokkenést okoz az ezen agonistdkra adott vélaszban, ami - a
koriilményektol fliggéen - lehet latvanyos vagy alig észrevehetd is). Ez a torzitas
félreértelmezésekhez vezethet, amikor az érintett E/c gorbéket torzitatlan (intakt) E/c gorbékkel
hasonlitjuk 6ssze. Korabban kidolgoztunk egy moddszert, amellyel ez az E/c gorbe torzulas
korrigalhat6 (Kiss és mtsai, 2013; Erdei és mtsai, 2018). Ezzel olyan E/c gorbe hatés értékeket
szamolhatunk ki, amelyek informaciot adnak a torzulas okanak nagyséagarol (1d. a korrigalt E/c

gorbe kezdeti része), tovabba a valos valaszkészségrol (1d. a korrigalt E/c gorbe végso része).

A korrigalt CBD-kezelt CPA E/c gorbe kb. 25% hatésrol indult, ami azt jelzi, hogy a
CBD legkevesebb az adenozin ECzs értékét halmozta fel a szivizom A; receptorainak
mikrokdrnyezetében (18. 4bra, bal panel). A korrigalt CBD-kezelt adenozin E/c gorbe végso
része pedig lényegesen erdsebb maximalis valaszt mutat, mint kontroll megfeleldje (18. abra,
jobb panel). Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy a hosszii tavli oralis CBD kezelés
folyamatos, mérsékelten emelkedett adenozinerg aktivitast tart fenn a szivben, emellett fokozza
az adenozinra adott valaszt (ez az adenozin lehet exogén, de endogén is, mint a szivizom

interstitiumaban adenozin felszabadulashoz vezetd ingerekre adott valasz).

Meg kell jegyezni, hogy korrekcids modszeriink minden vélaszcsokkenést egy extra,
figyelembe nem vett agonista koncentracionak tulajdonit (17. abra). Az adenozin tobblet
kronikus jelenléte miatt azonban az A; receptor downregulacidjanak és/vagy
deszenzitizaciojanak kérdésével is foglalkoznunk kell. Egy korabbi munkankban azt talaltuk,
hogy a szivizom A receptor érzékenysége nem csokkent az ex vivo kisérleteink iddablakdban
(Gesztelyi és mtsai, 2004). Ez §sszhangban van mésok azon eredményeivel, miszerint az A
receptor lassan deszenzitizalodik, még jelentds mennyiségii teljes agonista jelenlétében is tobb
hét sziikséges hozza (Willems €és mtsai, 2006; Mundell és Kelly, 2011). Ebbdl kiindulva korabbi

vizsgélatainkban, melyek az adenozin transzport gatlasdnak akut kovetkezményeivel

foglalkoztak (Karsai és mtsai, 2006; Kiss ¢s mtsai, 2013; Erdei €s mtsai, 2018; tovabba a jelen
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disszertacidt megalapozo elsé vizsgélatunk), nem feltételeztiik az A receptor (valos)

valaszkészségének csokkenését.

A jelen vizsgalatainkban alkalmazott négyhetes CBD kezelés azonban elég hosszl
ahhoz, hogy mérlegelniink kelljen az A; receptor deszenzitizaciojanak kovetkezményeit. Ha
volt deszenzitizacio, akkor a négyhetes CBD kezelés utdn az adenozinra adott valasz kisebb
volt, mint amit a korrigdlt adenozin E/c gorbe mutat (18. dbra, jobb panel). Ennek oka, hogy
deszenzitizalt receptorokon a valasz csokkenése részben a receptor deszenzitizacidjabol fakad,
tulkorrekcidjahoz vezet. Ha azonban ratekintiink a hagyomanyosan kiértékelt adenozin E/c
gorbékre (16. abra, jobb oldal), lathatjuk, hogy a hosszi tdva CBD kezelés vitathatatlanul
novelte az adenozinra adott valaszt 1 nM-t6l 10 uM-ig, ami kardioprotektiv szempontbdl fontos
koncentracio-tartomany (Headrick, 1996; Lasley és Mentzer, 1998). Ebbdl kdvetkezden a
hosszu tavu oralis CBD kezelés mindenképpen ndvelte a sziv adenozinerg jelatvitelét, még
akkor is, ha a szivizom A; adenozin receptorai bizonyos foku downregulacion és/vagy

deszenzitizacidon mentek keresztiil.

Az a megfigyelés, hogy a CBD jelenléte a szivben A receptor aktivaciohoz vezetett
(Gonca ¢és mtsai, 2015), felvetette annak lehetdségét, hogy a CBD A receptor agonistaként
miikodhet (Drugbank-2). Ha ez igy van, akkor a CBD kezelt patkanyok szivizomzataba keriilo
CBD nem csak adenozin tobbletet hoz létre, hanem maga is A receptor agonista tobbletet
jelent. Ennek alapjan a CBD-nek, mint A; receptor agonista tobbletnek, csdkkentenie kellett
volna mind a CPA-ra, mind az adenozinra adott valaszt (a 16. dbra hagyomanyosan kiértékelt
¢s abrazolt E/c gorbéin). Egy A receptor agonista tobblet (ami mér az E/c gorbe felvétele elott
jelen van, de amit figyelmen kiviil hagytunk) nem novelheti az adenozinra (vagy barmely mas
adenozin receptor agonistara) adott valaszt (sem a virtudlisat, sem a valdsat). Jelen
vizsgalatunkban azonban az in vivo CBD kezelés csak a CPA-ra adott valaszt csokkentette, az
adenozinra adott valaszt novelte (a virtualisat is: 16. abra, a valdsat is: 18. 4bra). Ebbdl
kovetkezden a mi kisérleti koriilményeink kozott a CBD inkébb adenozin transzport gatloként,
mint adenozin receptor agonistaként viselkedett. Ez az eredmény funkcionalis bizonyitékot
jelent annak a kérdésnek az eldontésében, hogy az adenozin transzport gatld vagy az adenozin

receptor agonista tulajdonsag uralja-e a CBD adenozinerg hatasat a szivizomban.

Meg kell emliteniink, hogy a vizsgalathoz hasznalt allatok a felaldozasuk eldtt szamos
in vivo vizsgélaton estek at (a részleteket lasd az Anyagok és modszerek fejezetben), ami

bizonyos mértékig zavarhatta a méréseinket. Emellett a vizsgalathoz hasznalt, CBD-ben gazdag
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kenderbdl késziilt olaj mas bioaktiv fitokemikalidkat is tartalmazott, amelyek hatdsai szintén
befolyasolhattdk eredményeinket. A gyartd szerint ez a termék a CBD (16,802% w/w) mellett
kannabidivarint (0,038% w/w) tartalmaz, illetve a kimutathatdsagi kiiszob alatt mas
fitokannabinoidokat is (CBD, 2021). Masok eredményei alapjan a kannabigerol,
kannabikromén, AS- és A°-tetrahidrokannabinolok, kannabinol, kannabiciklol (és ezek 3'-
karboxiszarmazékai "savakként"), tovabba kannflavinok, B-mircén és B-kariofillén lehetnek
ezek a tovabbi 0sszetevok (Morales és mtsai, 2017; Pellati és mtsai, 2018; Ohtsuki és mtsai,
2022). Ezek mindegyike antioxidans, legtobbjiik gyulladascsokkentd, néhanyuk pedig
feltehetéen neuroprotektiv is (Morales és mtsai, 2017; Scandiffio és mtsai, 2020; Pannico ¢és
mtsai, 2022). Erdekes tény ugyanakkor, hogy a CBD-ben gazdag kivonatok kedvezObbnek
mutatkoznak a tisztitott CBD termékeknél mind a jotékony, mind a nemkivanatos hatasok

tekintetében (Millar és mtsai, 2020).

Meg kell jegyezni, hogy a jelen vizsgalat eredményei azon a feltételezésen alapulnak,
hogy az in vivo beadott CBD elegendé mennyiségben volt jelen a pitvarokban ahhoz, hogy az
ex vivo kisérletek soran gatolni tudja az ENT1-et. Ezt a feltételezésiinket a CBD erdsen lipofil
természete indokolja. A jelen értekezést megalapoz6 el6z6 vizsgalatunkban az FSCPX (szintén
erdsen lipofil anyag) felhalmozodott és elegendd mennyiségben bent maradt az izolalt pitvarok
lipid kompartmentjében (pl. a sejtmembranokban) ahhoz, hogy képes legyen hosszl ideig hatést
kifejteni. Ez alapjan okkal feltételezhetjiik, hogy az in vivo bejuttatott CBD elég hosszu ideig
képes a pitvarokban perzisztalni ahhoz, hogy a transzmembran ENT1-re ex vivo gatlo hatast

gyakorolhasson.
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6. Az uj eredmények osszefoglalasa

A jelen értekezést megalapozo elso vizsgalatunkban a munkacsoport korabbi ex vivo
kisérletei soran észlelt FSCPX paradoxont teszteltiikk, mely szerint a szelektiv A; receptor
antagonista FSCPX - gétolt nukleozid transzport mellett - ndvelte az A| receptor agonistak E/c
gorbéin abrazolddoé maximalis direkt negativ inotrdp hatast izolalt, ingerelt tengerimalac bal
pitvaron. In silico eredmények alapjan feltételeztiik, hogy az FSCPX csokkenti az endogén
adenozin nukleozid transzport gatlas okozta interstitialis felhalmozodésat, melynek hatterében
az interstitialis adenozin eléallitasaért leginkabb felelds két enzim, a CD39 és/vagy a CD73
gatlasa allhat. Hipotézisiink igazolasara harom indirekt bizonyitékot talaltunk: (i) igazoltuk az
FSCPX paradoxon reprodukalhatosdgat masik allatmodellen, mésik A receptor agonistaval és
masik nukleozid transzport gatloval; (ii) igazoltuk az FSCPX paradoxon utdnozhatdsagat olyan
CD73 inhibitorral, ami nem A receptor antagonista; (iii) igazoltuk az FSCPX erds lipofiligjat,
ami egyrészt oka lehetett a vizes alapi CD39 és CD73 inhibitor esszék sikertelenségének,
masrészt megmagyarazza az FSCPX ex vivo hatékonysagat oly modon, hogy a gatld
(antagonista, illetve inhibitor) hatasokért a membranokba oldodott FSCPX-et feleldsségét veti
fel. Ez a harom indirekt bizonyiték egyiitt elég meggyd6z6 ahhoz, hogy tovabbra is feltételezziik,

hogy az FSCPX gétolja az interstitialis adenozin termelést.

A jelen értekezést megalapoz6 masodik vizsgalatunkban a hossza tavu, oralis CBD
kezelés hatasat tanulmanyoztuk obese tipusit ZDF patkdnyok izolalt, ingerelt bal pitvarainak
adenozinerg rendszerére. A CBD csokkentette egy stabil, rosszul transzportalodd A receptor
agonista direkt negativ inotrép hatdsat, ugyanakkor nodvelte a gyorsan metabolizalodo és
transzportalddo adenozin direkt negativ inotrop hatasat. Legjobb tudomdasunk szerint ez az
eredmény az elsd bizonyiték a CBD adenozin transzport gatld hatasara a szivizomban, ami arra
utal, hogy hosszu tavl, oralis CBD kezeléssel a szivet tartésan fokozott adenozinerg
védelemben lehet tartani a 2-es tipust diabetes mellitusra jellemzd koriilmények kozott is.
Eredményeink azt is alatamasztjak, hogy a CBD adenozinerg aktivaciot kivalto, illetve fokozo
hatasaért dontéen (vagy kizardlag) a nukleozid transzport gatld tulajdonsaga a felelds, és
valosziniitlen, hogy a CBD érdemleges mértékii kozvetlen A receptor izgatd sajatossaggal

rendelkezne.
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7. Summary of the findings

In our first investigation underlying the present thesis, we examined a phenomenon
called FSCPX paradox that has been detected during previous ex vivo studies of our work team.
According to this paradox, FSCPX, a selective A receptor antagonist, increased the maximal
direct negative inotropic effect, shown in the E/c curves of A receptor agonists, in the isolated,
paced guinea pig left atrium, under nucleoside transport blockade. Based on in silico results,
we hypothesized that FSCPX reduces the interstitial accumulation of endogenous adenosine
during nucleoside transport inhibition, which may be due to an inhibition of CD39 and/or CD73,
the two main enzymes responsible for the production of interstitial adenosine in the heart. We
found three indirect pieces of evidence to prove our hypothesis: (i) we have confirmed the
reproducibility of the FSCPX paradox in another animal model using another A; receptor
agonist and another nucleoside transport inhibitor; (ii) we have confirmed the imitability of the
FSCPX paradox using a CD73 inhibitor lacking of A; receptor antagonist property; (iii) we
have confirmed the strong lipophilicity of FSCPX, which could be the reason for the failure of
water-based CD39 and CD73 inhibitor assays, and it can also explain the ex vivo effectiveness
of FSCPX in a way that it suggests that the fraction of FSCPX, which enters the membranes, is
responsible for the blunting (antagonistic and inhibitory) effects. These three pieces of indirect
evidence together are convincing enough to continue to assume that FSCPX inhibits the

interstitial adenosine production.

In our second investigation underlying the present thesis, we studied the effect of a
long-term, oral CBD treatment on the adenosinergic system of isolated, stimulated left atria of
obese-type ZDF rats. CBD reduced the direct negative inotropic effect of a stable, poorly
transported A receptor agonist; however, it increased the direct negative inotropic effect of the
rapidly metabolized and transported adenosine. To the best of our knowledge, this result is the
first evidence of the inhibitory effect of CBD on the adenosine transport in the myocardium,
which suggests that, with long-term, oral CBD treatment, the heart can be kept under
permanently enhanced adenosinergic protection even under the conditions typical of type 2
diabetes mellitus. Our results also support that the inhibitory property of nucleoside transport
is mainly (or exclusively) responsible for inducing or enhancing adenosinergic activation, an
effect evoked by CBD, and that it is unlikely that CBD has a direct A; receptor stimulatory

property to a significant extent.
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9. Targyszavak

Magyar targyszavak: adenozin, A; adenozin receptor, CBD, CD39, CD73, CPA,
diabétesz mellitusz, ENTI1, FSCPX, inotrépia, NBTI, operativ modell, receptorialis
valaszkészség modszer, patkany, pitvar, POM-1, PSB-12379, RRM, tengerimalac, ZDF

Angol targyszavak: adenosine, A adenosine receptor, CBD, CD39, CD73, CPA,
diabetes mellitus, ENTI1, FSCPX, inotropy, NBTI, operational model, receptorial
responsiveness method, rat, atrium, POM-1, PSB-12379, RRM, guinea pig, ZDF

67



10. Koszonetnyilvanitas

Koszonom Dr. Szilvassy Zoltan egyetemi tanarnak, intézetliink igazgatdjanak,
egyetemiink rektoranak, hogy lehet3vé tette munkam elvégzését a DE AOK Farmakologiai és

Farmakoterdpiai Intézetben.

Koszonetet mondok témavezetdmnek, Dr. Gesztelyi Rudolf egyetemi docensnek (DE
AOK Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet), aki mindig nagyon segitékész volt,

utmutatéasa és kedvessége nagyon sokat szamitott PhD idészakom alatt.

K06sz6ndom munkacsoportunk tobbi tagjanak is a segitségét: Dr. Erdei Tamas, Dr. Lampé
Noéra tudomanyos segédmunkatarsaknak, Szabo Katalin és Dr. Ovari Ignac PhD hallgatoknak,
valamint Juhasz Ildik6 és David Anna Maria asszisztenseknek (DE AOK Farmakolégiai és

Farmakoterapiai Intézet).

K0sz6nom intézetlink tobbi dolgozojanak is a segitségét, kiillondsen Dr. Juhasz Béla
egyetemi tanarnak, Dr. Varga Balazs adjunktusnak, tovabba Dr. Szilagyi Anna és Dr. Takécs

Barbara PhD hallgatoknak.

K0sz6nom baratndmnek, Kardcson Regindnak segitokészségét és tiirelmét. Koszonom

a csaladomnak is, sziileimnek és testvéremnek is, akik végig timogattak.

PhD munkédm anyagi feltételeit az alabbi péalyazatok biztositottak: EFOP-3.6.2-16-
2017-00009, GINOP-2.3.4-15-2016-00002, GINOP-2.3.4-15-2020-00008, TKP2020-NKA-04
(a2020-4.1.1-TKP2020 palyazati program finanszirozasaban).

68



11. Fuggelék

Erdei és mtsai 2018-as vizsgalatanak kisérleti protokollja €s csoportjai

Elsé inkubacié  Elsé E/c gorbe  Masodik inkubacié Misodik E/e Harmadik Harmadik E/c
gorbe inkubacié gorbe
Pla Krebs oldat 20 perc;
10 uL DMSO 15 perc CPA
(0.1 nM-0.1 mM)
INBTI-kezelt és a
Pib Krebs oldat 20 perc; kontrollja/
10 uM NBTI 15 perc
. Krebs oldat 20 perc;
P2 adenozin 10 uL DMSO 45 perc;
(InM=3mM)  Krebs oldat 60 perc;
/oss,zehasonlltanz @ 10 uL DMSO 15 perc
P3 és P4 csoportok
elsé adenozin E/c CPA
Krebs oldat 25  &drbéjével/ Krebs oldat 20 perc; (0.1 nM-0.1 mM)
pop  Perc 10 uM FSCPX 45 perc; /FSCPX eldkezelt,
100 uM Krebs oldat 60 perc; FSCPX+NBTI
adenozin 2 perc; 10 uL DMSO 15 perc kezelt és a
— Krebs oldat 20 kontrolluk/
perc Krebs oldat 20 perc;
P2c 10 uM FSCPX 45 perc;
Krebs oldat 60 perc;
10 uM NBTI 15 perc
Krebs oldat 20 perc; adenozin
P3 10 uM FSCPX 45 perc; (1 nM-3 mM)
) Krebs oldat 75 perc /FSCPX elckezelt/
adenozin
/(iom/rlc:ﬁ/mM) Krebs oldat 20 perc; adenozin
b4 Krebs oldat 20 perc; ?f in&i'g M) ;l)grt:l MFSCPX 45 (1 nM=3 mM)
10 WM NBTI 15 pere INBTI kezelt / Krebs oldat 60 perc; LZ?SSX+NBTI

10 uM NBTI 15 perc
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