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1. Bevezetés

A drotaverin 1962 o6ta van jelen a magyar gyodgyszerpiacon, elsédlegesen, mint
gorcsoldoszer. Szerkezetében és hatdsmodja tekintetében leginkdbb a mak papaverin
alkaloidjara hasonlit, azonban a papaverinhez képest kedvezébb farmakologiai
tulajdonsagokkal rendelkezik. Piacra keriilés idészakaban féleg funkcionalis tesztekkel
jellemezték a  gydgyszerjelolt molekuldkat, tekintve, hogy a molekularis
hatasmechanizmusuk még csak korlatozottan volt ismert. A papaverin ciklikus-3°,5’-
nukleotid foszfodieszteraz (PDE) enzim gatlé hatidsdnak felfedezése utan hamarosan
kideriilt, hogy a drotaverin is gatolja a foszfodieszteraz enzimeket és gorcsoldd hatasa

valdszintisithetden Osszefiigg ezen intracellularis mechanizmussal.

Csak 2002-ben deriilt ki, hogy a drotaverin mikromolos koncentracié tartomanyban
gatolta mind a [(3)H] nitrendipin, mind pedig a [(3)H] diltiazem kotddését terhes patkany
uterus membran preparatumon. Egy anyag receptor kotddési tulajdonsaga nem minden
esetben vonja maga utan a receptor funkciondlis valtozasat. Ezért a receptorkotési
teszteket célszerli funkcionalis vizsgédlatokkal kiegésziteni. A drotaverin esetében
receptorkotési  tesztek mellett nem végeztek olyan vizsgalatokat, amelyekkel
funkcionalisan is bizonyitottdk volna a drotaverin L-tipust fesziiltség-fiiggd Ca?*-csatorna
(L-VOCC)-blokkolo hatasat. Munkam egyik célja annak bizonyitasa volt, hogy a
drotaverin funkcionalisan is gatolja az L-VOCC-t.

A drotaverin részletes PDE gatld hatasanak tanulmanyozasa kozben kideriilt, hogy
szelektiven gatolja a PDE IV enzimet, melynek elsddleges szerepet tulajdonitanak az
asztma ¢és az egyéb kronikus léguti megbetegedések patomechanizmusaban. A ca®
szintén alapvetd a 1éghti simaizom miikodés szempontjabol, ezért kézenfekvonek tiint,
hogy léguti simaizom preparatumon vizsgaljuk a drotaverin L-VOCC-blokkol6 hatasat és
megallapitsuk, hogy a kapott funkcionalis valtozasok inkabb L-VOCC-blokkold, vagy

PDE gatl6 hatasaval vannak 0sszefiiggésben.



2. Célkitiizések

A célunk olyan kisérleti modszerek kidolgozasa volt, melyekkel egyértelmiien

bizonyithato, hogy a drotaverin PDE IV blokkol6 hatdsa mellett funkcionalis L-VOCC gatlo

hatassal is rendelkezik. A cAMP mellett a Ca®* szintén alapveté a 1éguti simaizom miikodés

szempontjabol, ezért kézenfekvOnek tiint, hogy léguti simaizom preparatumon vizsgaljam a

drotaverin kalcium antagonista hatdsat. A cél megvaldsitasdhoz a kovetkezd kisérleti

megkozelitéseket hasznaltuk fel:

1)

2)

3)

4)

5)

KCI depolarizacio kivaltotta simaizom kontrakciot. Az irodalombdl ismert, hogy a magas
extracellularis KCI koncentracié képes depolarizalni a 1éguti simaizom sejteket, igy az
extracellularis térbé] Ca®* influxon keresztiil kontrakcidt okozni. Feltételezhetd, hogy ha a
drotaverinnek van L-VOCC blokkolé hatasa, akkor a vegyiilet gatolni fogja a KCl
kivaltotta kontrakciot.

A simaizom Ca?* raktiarak L-VOCC-on keresztiili ujratdltédésének (nyugalmi Ca?*
ujratoltddés) jelenségét. A kalcium depletalt preparatum kalcium tartalmu oldatban
agonista beadasa nélkiil is képes ujra teliteni kalcium raktarait. Az ujratoltédést kovetd
kontrakcid6 mértékén keresztiil ez altal az L-VOCC-re gyakorolt gatld hatas mérhetove
valik.

A simaizom Ca’* raktarak ROC és L-VOCC-on keresztiili ujratdltédését (receptor
aktivaciot kovetd Ca?* ujratoltédés). A kalcium depletalt prepardtumon kalcium hatasara
kontrakci6é valthat6 ki oldatban 1évé agonista mellett. A kialakuldsanak a sebessége
(meredekség) az L-VOCC blokkoltsag mértékére jellemzd paraméter lesz.

A simaizmok receptor aktivacion és depolarizacion alapuld kontraktira utdni simaizom
ernyesztést. Az L-VOCC-t blokkolni képes anyagok eltérd hatékonysagot mutatnak a két
kontraktira ernyesztésében. Osszehasonlitva a drotaverin hatiserésségét a receptor
aktivacio és depolarizacio kivaltotta kontraktura ernyesztésén, az L-VOCC-re gyakorolt
gatlo hatas kimutathatova valik.

A simaizom preparatumok receptor aktivacion és depolarizacion alapuld kontrakcidjanak
gatlasa kozotti mechanisztikus kiilonbségeket. A receptor aktivacidt kovetd intracellularis
raktarakbol torténd kalcium felszabaduldssal és az extracellularis térbdl valo kalcium
influx segitségével kivaltott kontrakcion keresztiil a drotaverin preventiv hatisanak

mechanizmusa elkiilonithetvé valik.



3. Anyagok és Médszerek

3.1.Vegyszerek

A kalium-kloridot, kalcium-klorid-dihidratot, kalium-dihidrogén foszfatot, natrium-
hidrogén-karbonatot, magnézium-szulfat-heptahidratot a Merck Inc-t6l (Darmstadt,
Németorszag), a natrium-kloridot a Reanal ZRT-t61 (Budapest, Magyarorszag), drotaverin-
hidrokloridot a Chinoin Zrt.-t61 (Sanofi group, Budapest, Magyarorszag), etilén-glikol-
tetraecetsavat, az indometacint, nifedipint, teofillint, papaverin-hidrokloridot, diltiazem-
hidrokloridot, acetil-béta-metilkolin-kloridot, hisztamint-dihidrokloridot, D-(+)-gliikozt
Sigma-tol (St Luis, MO) szereztiik be.

3.2. Légceso izolalasa és preparacidja szervfiirdéhoz

A kisérletekhez 300-350 g testtomegli him Dunkin-Hartley tengerimalacokat
hasznaltunk. Az allatokat pentobarbitallal elaltattuk, majd a mély alvasban 1évé allatbol
kimetszettiik a 1égcsovet és egy elore elkészitett Krebs-Henseleit oldatot tartalmazo preparald
talba helyeztiik. A 1égcs6bdl 3-4 porcgyhrt szélességii karikakat készitettiink, amelyet a
simaizommal atellenes oldalon atmetszettiink €s szétnyitottunk. A szétnyitott trachea csik két
végére egy-egy fonalat 6ltottiink be, majd a preparatum egyik végére hurkot kotottiink, amig a
masik végén 1évo fonalat szabadon hagytuk. Az izometrikus kontrakciot egy erdsitdvel
ellatott erémérd segitségével mértiik. Egy tengerimalacbol Gsszesen nyolc preparatumot
készitettiink, amelyeket ugyanazon a napon ugyanabban a kisérletben hasznaltunk fel. A
nyolc preparatumbol négy szolgalt kontrollként, négy pedig a kivalasztott teszt anyagok
egyikét kapta.

3.3. KCI kivaltotta kontrakcio vizsgalata

A normal Krebs-Henseleit oldatban valé inkubacidés id6 lejarta utan a trachea
preparatumok kontrakcigjat KCl novekvd dozisainak (20, 30, S0 mM) egymasra adasaval,
kumulativ médon valtottuk ki. A KC1 kumulativ dozis-hatas sort két alkalommal ismételtiik
meg mind a 8 preparatumon, mieldtt 4 preparatumnak a vizsgalati anyagok egyikét, azaz
drotaverint / papaverint / nifedipint / diltiazemet / teofillint / teofillin + nifedipin keveréket, 4
preparatumnak pedig a vizsgalati anyagok oldoszerét (kontroll) adtuk. A masodik KCI

koncentracio-hatas gorbe kimosasa utan 4 preparatum szervfirddjébe beadtuk a vizsgalati



anyag elsd dozisat (107 M), mig a kontroll szervek csak a vivéanyagot kaptak. Tizendt perces
inkubacidt kovetéen minden egyes preparatumnal kivaltottunk egy tjabb KCl dozis-hatas
sort. Ezt mosasi periddus kovette. Miutan a preparatum tonusa visszaallt az alapvonalra ismét
beadtuk ugyanazon vizsgalati anyag kovetkezd (10° M) dozisat annak a 4 preparatumnak,
amely el6zdleg is a tesztelt anyagot kapta, mig a masik 4 szerv ismét vivoanyagot kapott.
Kimosast kovetden az elobb leirt folyamatot még egy alkalommal megismételtiik, a kisérleti
anyag hatasat teszteltiik a kontrollal szemben, majd megismételtiik a kisérletet a fentebb

emlitett anyagok egyikével.

3.4. Nyugalmi tjratoltédés vizsgalata

Az inkubécids id6 lejarta utan mind a nyolc preparatumon 3x10°® M hisztaminnal,
vagy 5x10” M metakolinnal két, egymastdl moséssal elvalasztott, kontrakciot valtottunk ki. A
masodik agonista dézis kimoséasa utan, amikor a kontrakcio visszaallt az alapvonalra, a Ca?
raktarak kiiiritéséhez a szervfiirdében lecseréltik a normal Krebs-Henseleit oldatot Ca®'-
mentes Krebs-Henseleit oldatra. Rovid inkubacids id6t kovetéen mind a 8 preparatumon,
mosési  szakaszokkal megszakitva, harom alkalommal megismételtik a 3x10° M-os
hisztamin, vagy a 510" M-0s metakolin beadést. A Ca®*-mentes kdzegben harmadik agonista
hatasara a preparatumok mar nem voltak képesek kontrakciora. Ekkor a kontroll csoportban
(n=4) a szervflird6hoz adtuk a vivéanyag megfelelé mennyiségét, mig a vizsgalati anyaggal
kezelt csoportban (n=4) a szerveket drotaverin / papaverin / nifedin / diltiazem / teofillin/
teofillin + nifedipin keverék 10° M doézisaval inkubéltuk. A 15 perc inkubacios id6 utan a
Ca?* raktarak ujratdltése céljabol az eddig hasznalt Ca®*-mentes Krebs-Henseleit oldatot a
kontroll csoportban normal, mig a teszt anyag kezelt csoportban 10° M tesztanyag tartalmi
Krebs-Henseleit oldatra cseréltiik. A Ca** raktarak ujratltddésére 30 perc inkubécids id6t
hagytunk, majd a Krebs-Henseleit oldatot mind a két csoportnal Ca®*-mentesre cseréltiik.
Ezutan mind a 8 preparatumon, mosasi szakaszok beiktatasaval 3 alkalommal beadtunk 3x10°
® M hisztamint, vagy 5x10”" metakolint. Az agonistdk kozotti mosasi 1épéseket mindig addig

végeztiik, amig az agonista eldtti simaizom tonus visszatért.



3.5. Receptor aktivaciot koveté intracellularis Ca®" refill (CaCl, kivaltott kontrakcié)

Ezen protokoll megegyezik a fentebbi 5.4.4 pontban emlitett protokollal a Ca**-mentes
Krebs-Henseleit oldatban kivaltott 3. kontrakcioig. Ca®*-mentes oldatban a harmadik 3x10°
M hisztamin, vagy 5x107 M metakolin beadasat kovetéen 4 szervhez hozzdadtuk a teszt
anyagok egyikének (drotaverin / papaverin / nifedipin / diltiazem /teofillin / teofillin +
nifedipin keverék) 10° M doézisat, ellenben a masik 4 szerv viv6anyagot kapott (kontroll). Tiz
perces inkubacié utan mind a kezelt, mind a kontroll csoporthoz hozzaadtuk 2,5 mM CaCl,
oldatot. CaCl, hatasara a preparatumok Osszehtzodtak. Az Osszehuzdodas sebessége attol
fliggott, hogy a teszt vegylilet blokkolta, vagy nem blokkolta az L-VOCC-at. Ebben a kisérleti
protokollban nem a kontrakci6 mértéke, inkabb a kontrakcio kialakulasanak a sebessége

(meredekség) volt az L-VOCC blokkoltsag mértékére jellemzd paraméter.

3.6. Osszehuizott preparatum ernyesztése

Ebben a kisérleti protokollban azt tanulmanyoztuk, hogy a kisérleti anyagok milyen
hatékonysaggal ernyesztik a mar kialakult 1éguti simaizom kontrakciét. Ez a protokoll az in
vivo broncholitikus hatas analdgjanak feleltetheté meg. Az inkubacidt kovetden mind a 8
preparatumot 3x10° M hisztaminnal, vagy 5x107 M metakolinnal, vagy 20 mM KCl-al
izomosszehudast  valtottunk  ki. Amikor a megnovekedett izomtonus stabilizalodott
oldatait, kumulativ mdédon adtuk a szervfiirdébe. A vizsgalati anyag utols6 dozisat kdvetden, a
maximalis relaxacio elérése érdekében, 0,25 mM EGTA-t adtunk be az extracellularis Ca®*

megkotésére minden egyes preparatum szervflirddjébe.

3.7. Kontrakcio kialakulasanak gatlasa

Ebben a kisérleti protokollban azt tanulmanyoztuk, hogy a kisérleti anyagok milyen
hatékonysaggal képesek gatolni a léguti simaizom kontrakciot. Ennek a vizsgalatdhoz az
inkubéciot kovetéen mind a 8 preparatumot 3x10° M hisztaminnal, vagy 5x107 M
metakolinnal, vagy 20 mM KCl-al 6sszehtizodast valtottunk ki. Amikor a kontrakci6 elérte a
maximumat, akkor a konstriktor anyagot kimostuk a szervfiirdébdl, €s megismételtiik az
agonistak beadasat. A masodik kontrakci6 utani kimosast kovetden, amikor a tonus elérte az

alap értéket a szervfiirdébe adtuk a teszt anyag (drotaverin / nifedipin / teofillin) els6 dozisat.



A 10 perces inkubaciot kovetben ismét beadtuk a konstriktor anyagot. A kontrakcios
maximum elérése utan Kimostuk a szervfiirdébdl. Miutan a simaizom tonus visszaallt a
kiindulasi értékre a konstriktor mdsodik dézisanak beaddsat kovetéen ismét 10 percig
inkubaltuk, majd az elébb leirtak szerint valtottunk Ki simaizom kontrakciot. A teszt anyag
novekvo koncentracidival addig folytattuk a leirt korfolyamatokat, ameddig a konstriktorok
nem, vagy mar alig voltak képesek kontrakcidt kivéltani. Az utolsé kimosasi szakaszt
kévetben 0,25 mM EGTA-t adtunk a szervfiirddbe, hogy az extracellularis Ca** megkotése

révén megkapjuk a relaxacio maximum értékét.

3.8. Statisztikai analizis

Statisztikai analizis soran a kontroll ¢s a kezelt csoportok maximalis fesziilési értékeinek az
Osszehasonlitasara kétmintas t-probat alkalmaztunk. A koncentracio-hatas  gorbék
Osszehasonlitasat F-probaval végeztik el. A probak eredményét akkor tekintettiik
szignifikansnak, ha értéke kisebb volt, mint 0,05. A statisztikai analizisekhez és az

eredmények abrazolasahoz GraphPad Prism 6 szoftvert hasznaltunk.



4. Eredmények és megbeszélés

4.1. KCI kivaltotta kontrakcio vizsgalata

Az elsé 1épésében a KCl depolarizacio kivaltotta simaizom kontrakcion hasonlitottuk
Ossze a drotaverin hatasat ismert L-VOCC gatldo és PDE blokkolé anyagokéval. A KCI
VOCC blokkolé nifedipinnel ¢€s diltiazemmel torténd elokezelés hatasara a KCl kivaltotta
simaizom kontrakciok maximum értékei csokkenést mutattak. Ez az eredmény varhat6 volt,
mivel in vitro a Ca’" csatorna blokkolok képesek szelektiven meggatolni a membréan
depolarizaciot kovets Ca?* bearamlast és ennek nyoman a simaizom kontrakeiét. Teofillin a
PDE enzimek nem szelektiv gatlasa révén cAMP koncentraciéo novekedést okoz, amely a
protein kindz A-n (PKA) aktivaciojaval a nagy vezetéképességli Ca®*-aktivalt K* csatornak
(Kca csatorna) foszforilalasan és a SERCA Ca®* felvételének fokozasan keresztiil direkt

modon csokkenti az intracellularis kalciumot (Ca®";.

emelkedik az intracellularis cAMP koncentracid, nincs jelentds hatassal a KCl depolarizéciod
kivaltotta simaizom kontrakciora, amely bizonyitottan L-VOCC-n keresztiili Ca?" influx valt
ki. A papaverin €s drotaverin koncentracio-fiiggé modon gatolta a KCl kivaltotta simaizom
kontrakciét, amely inkabb magyarazhatd az L-VOCC-n keresztiili Ca®* influx gatlasaval,
mintsem a CAMP-PKA utvonalakon keresztiili (Ca?"); csokkenéssel. Ezen feltevést erdsitik
meg a teofillin-nifedipin keverék esetében kapott eredmények, amelyek szerint a PDE gatlo
hatast kiegészitve L-VOCC blokkol6 hatassal, feliillmulja a L-VOCC gatldk hatasat.

4.2. Drotaverin hatasanak vizsgalata nyugalmi Ca®* raktarak ujratoltodésére

A kisérleti modellben kihasznaltuk azt a jelenséget, hogy az allergias asztmaban fontos
patologias szerepet jatszo hisztamin és metakolin az intracellularis Ca**-szint fliggvényében
valt ki kiilonbozé erdsségii kontrakciot. Metakolin (M3 agonista) illetve a hisztamin (H1
kivaltotta kontrakciot eldidézni. Ezen aktivacid utani kontrakcioban az L-VOCC-n keresztiili
Ca®" influxnak csak korlatozott szerepe van. Ezt tamasztja ald az is, hogy az L-VOCC
blokkoldk gyakorlatilag hatastalanok az agonista altal kivaltott 1égcsé kontrakcidra. Az
eredmények azt mutattadk, hogy a Ca”*-mentes Krebs-Henseleit oldatban az ismételt

hisztamin, vagy metakolin hatasara a kontrakcié fokozatosan csokkent, majd ujratolt6dést



kévetden a Ca®*-mentes oldatban az agonistak ismét képesek voltak maximumhoz koézeli
kontrakciot kivaltani. Ezek az adatok azt a hipotézisiinket tamasztjak ala, mely szerint az
intracellularis raktaron keresztiili Ca®* felszabadulas kivaltotta kontrakcié medidtor fiiggetlen,
mivel mind a hizosejtek granulumaibol felszabaduld hisztamin, mind az M3 receptor agonista
metakolin ugyanazt a hatast valtotta ki a kisérleteinkben. Adatok is azt bizonyitottak, hogy a
L-VOCC blokkol6 nifedipin gatolja, amig a PDE gatl6 teofillin nem befolyasolta a nyugalmi
Ca®* tjratoltédést. A modellen kimutattuk, hogy a drotaverin képes hatast gyakorolni a
nyugalmi Ca** felvételre, mivel jelenlétében nem volt képes a preparatum a kontrakcidhoz
elegendé mennyiségii Ca?* felvételére. Hatasa ezaltal hatdsa inkabb hasonlit az L-VOCC
gatld nifedipinhez és diltiazemhez, mint a PDE gatlo teofillinhez, amely segitette, mintsem

gatolta a kontrakciot.

4.3. A CaCl; kivaltotta kontrakcio vizsgalata

Ebben a kisérletben azt vizsgaltuk, hogy a Kkiiiritett intracellularis Ca®" raktarak
mellett, az extracellularis Ca®* potlas utani Ca®* bearamlas milyen kinetikaval zajlik agonista
jelenlétében. Az alap feltevésiink az volt, hogy az extracellulrisan adott Ca*" az L-VOCC-n
keresztiil Ca®* influxot okoz. A Ca?*-mentes kdzegben torténd Ca®* raktar kiiiritését kovetden
hisztamin, vagy metakolin tartalmi Krebs-Henseleit oldatban sikeriilt CaCl, hozzdadéaséaval
olyan mértékii kontrakciot kivaltani, mint normal Ca®" tartalmu Krebs-Henseleit oldatban
hisztamin, vagy metakolin ugyanazon dozisanak hozzaadasaval. Nem tapasztaltunk eltérést a
kontrakci6 iddbeli kialakuldsdban sem attdl fiiggden, hogy normal Ca**-szint jelenlétében
konstriktor agonistat alkalmaztunk, vagy kiiiritett Ca?* raktar mellett agonista jelenlétében
CaCl,-ot adtunk a preparatumokhoz. Ez arra engedett kovetkeztetni, hogy a Ca** a ROC és L-
VOCC-n keresztiil ugyanolyan hatékonyan penetral a sejtekbe hisztamin és metakolin
jelenlétében is. Az L-VOCC szerepét a receptor aktivalta folyamatban bizonyitottuk, mivel az
L-VOCC blokkol6 nifedipin és diltiazem a Ca®* bearamlas gatlasan keresztiil csokkentette a
CaCl; kivaltotta simaizom kontrakcid kialakulasanak sebességét. A drotaverin és a papaverin
is késleltette a kontrakcid idébeli kialakulasanak a sebességét, ellenben a kontrakcio
maximumara alig voltak hatassal. A drotaverin és papaverin ezen hatasa hasonlatos volt a L-
VOCC blokkol6 vegyiiletekéhez. A PDE gatlo teofillin nem csdkkentette sem a kontrakcid
kialakuldsdnak sem sebességét, sem pedig annak maximumat, ellenben kiegészitve
nifedipinnel, az L-VOCC ¢és PDE gatlo hatas Osszeadodva er6sen gatolta a kontrakcid

kialakulasanak a sebességét. Az alkalmazott kisérleti moddszerrel ezaltal a drotaverin



funkcionalis L-VOCC blokkold képességét mutattuk ki, melyben a PDE gatlas nem jatszott
szerepet.

4.4, Osszehuizott preparatum ernyesztése

A légati megbetegedések kozos jellemzdje a nehézlégzés, fulladas, amelynek
leggyakoribb kivalté okai kozé tartozik a horgdszikiilet okozta 1égaram csokkenése. Mivel a
1égcs6 Osszehuzodas aktivaciojaban kulcsszerepet jatszik az ioncsatorndkon bearamlo Ca®,
ezért az L-VOCC blokkolokkal mar szamos in vivo és in vitro kisérletet végeztek 1égcs6d
elzarodasos modellen. Ennél fogva logikusnak tiint, hogy a drotaverin feltételezett L-VOCC-
PDE gatlo egyiittes hatdsat hadrom kontrakcios mediator, KCI, hisztamin ¢és metakolin
segitéségével teszteljiik tovabb. Eredményeink igazoltak a korabbi irodalmi adatokat, amely
szerint a nifedipin hataserdssége nagyobb volt a KCI1 depolarizacié kivaltotta kontrakcion,
mint a hisztamin és metakolin 6sszehuzott 1égcs6 simaizmon.

A Kkisérleteink soran a drotaverin hasonléan a nifedipinhez, doézisfiiggd moddon
ernyesztette mind a harom mediator kivaltotta kontrakciot és hataser6ssége nagyobb volt a
KCl1 altal &sszehuzott preparatumon, szemben a hisztamin, vagy metakolin eldidézett
kontrakcion. A teofillin képes volt ernyeszteni mind a harom mediator kivaltotta kontrakciot,
viszont hataserésségbeli eltérést nem mutatott egyik konstriktor esetében sem.

Az eredményeink alapjan megallapithat6, hogy a PDE gatlo teofillin nem mutat a
drotaverinhez hasonlé mediator fiiggé hatast, amely megerdsiti, hogy a drotaverin a PDE

gatlas mellett rendelkezik funkcionalisan L-VOCC-ra gyakorolt blokkold hatéssal.

4.5. Kontrakcio kialakuldasanak a gatlasa

A mar kialakult horgdsziikiilet relaxdlasan kiviil igen fontos a kialakuldsdnak a
megakadalyozasa. A nifedipin képes a hisztamin, valamint a magas K* és Ca?" kivaltotta
kontrakcio kialakulasat gatolni, azonban hataseréssége koriilbeliil két nagysagrenddel
nagyobb extracellularis K* koncentracié okozta kontrakcid gatlasaban, mint a receptor
agonista kivaltotta kontrakcidban. Eredményeink nagy egyezést mutattak az irodalmi
adatokkal, mivel a nifedipin koncentraciofiiggé modon akadalyozta a hisztamin és a
metakolin kivaltotta kontrakciot, de hataser6ssége négy nagysagrenddel nagyobb volt a magas
K* koncentracié segitségével el8idézett Ca®* influx kivaltott kontrakcion. A drotaverin
tesztelése soran megfigyeltiik, hogy hasonléan a nifedipinhez, a kontrakciot megelézden

beadva a szervfiirdébe képes gatolni az agonistak kivaltotta kontrakciot. Sikeriilt kimutatni az
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L-VOCC- blokkolokra jellemz6 hatast is, mivel metakolinra és hisztaminra vonatkozo ECsy
értékek egymashoz nagyon kozeliek voltak, mig a KCI kontrakcion a hataserfssége egy
nagysagrenddel nagyobbnak bizonyult.

A teofillin magas, 100 uM doézisban ugyan képes volt a preparatum ernyesztésére, de a
dozis tovabbi emelése tartosan fennmarado kontrakcidt okozott az dsszes preparatumon, ezért
a dozis-hatas fliggés a tovabbiakban nem volt vizsgalhat6. Erre a jelenségre az irodalomban
kerestem valaszt. A teofillin metilxantin szerkezetli gydgyszeranyag, ezért szerkezetileg rokon
vegylletnek tekinthetdé a szintén metilxantin-szarmazék koffeinnel, amelyrdl leirtak, hogy
képes az intracellularis raktirakban tarolt Ca®" felszabaditiséra. Egy masik lehetséges
magyarézat szerint a teofillin Ca®" influxot idéz elé, amely valosziniileg a K* csatorndk
aktivalasan keresztiil hiperpolarizalja a membrant. Ezt a hipotézist tAmasztja ala az is, hogy a
verapamil képes blokkolni a koffein hatisat, amely SR-bdl Ca?" szabadit fel viszont a

teofillinre nincs hatassal.
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5. Osszegfoglalas

Az asztma ¢és az egyéb kronikus 1éguti megbetegedések patomechanizmusaban Kiemelt
fontossagot tulajdonitanak a PDE gétlo anyagoknak, amelyek alkalmazéasaval fokozhat6 a
CAMP koncentracidja. A cAMP gatolja a gyulladasos mediadtorok felszabadulasat, valamint a
protein kindz A (PKA) aktivalasa révén olyan szignal utvonalak aktivalasara képes, amely
szabalyozasaért kozvetleniil felelés az intracellularis Ca®* koncentracid. A depolarizalodas
hatdsara a fesziiltségfiiggé Ca®" csatorndk aktivalodnak és a csatornakon keresztiili Ca®*
bearamlés beinditja a Ca®* -jel kialakulasat. A tovabbi Ca®" indukalt Ca®* felszabadulas végiil
izom-6sszehtizodashoz vezet. A fesziiltségfliggd Ca?* csatornak koziil az L-VOCC jatszanak
fontos szerepet ebben a folyamatban.

Kisérletek soran a drotaverin L-VOCC-re gyakorolt Ca®* antagonista hatasanak a
vizsgalatat végeztiik el tengerimalac 1égcsé preparatumon. Célunk volt olyan kisérleti
koriilményeket teremteni, hogy a drotaverin 1égcsé simaizomra kifejtett hatasan keresztiil az
L-VOCC-re gyakorolt gatld hatas szelektiven mérhetévé valjon. A megvalositas nehézségét
az adja, hogy mind a PDE gatld6 mind a L-VOCC blokkol6 hatas a simaizom relaxacio
iranyaba mutat. Ennek tesztelése érdekében a drotaverin hatasat funkcionalis modelleken
olyan anyagokéval hasonlitottuk Ossze, amelyek irodalmi adatok alapjan ismert PDE gatlo
¢és/vagy L-VOCC blokkol6 hatassal rendelkeznek.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a kivalasztott referencia anyagok az irodalmi
adatoknak megfeleléen a PDE enzim gatlasaval, és/vagy az L-VOCC-n keresztiili Ca®* influx
blokkolasaval képesek voltak simaizom relaxaciét okozni, vagy dozis-fliggd modon
meggatolni a kontrakcid kialakulasat. Ennek megfelelden a kivalasztott funkcionalis modellek
alkalmasnak bizonyultak a drotaverin L-VOCC blokkol6 hatasanak a vizsgalatara.

Kimutattuk, hogy a drotaverin hatékonyan csdkkentette a depolarizacid kivaltotta
simaizom relaxaci6 maximum értékeit, de hatissal volt a Ca® depletalt Ca?* raktarak
Ujratoltédésének mértékére is, mind nyugalmi, mind receptor aktivalt Gjratoltddés soran.
Megfigyeltiik azt is, hogy hatdsa nem korlatozdédott a kontrakcid6 maximumanak
csokkentésére, hanem hatassal volt a Ca®" wjratoltddés kinetikajara is. A kisérleteink
kiértékelése soran még egy fontos megallapitast tettliink, amely szerint a Ca® depletalt léguti
preparatum Ca®*-al valo Ujratoltésében az L-VOCC-nak kiemelt szerepe van.

Eredményeink kapcsan elmondhatd, hogy a drotaverint a PDE IV és L-VOCC gatlo

tulajdonsaga alkalmassa teheti azon obstruktiv 1égiti megbetegedések kezelésére, amelyek
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patomechanizmusanak hatterében a fokozott simaizom kontrakcié mellett a gyulladasos

mediatorok felszabadulasa all.
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