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1. Bevezetés és célkituzések

1.1. A purinerg transzmisszio

A purinerg receptorokat, melyek kezdetben egy csaladot alkottak, jelenleg
kétfelé oszthatjuk, P1 (P1R) és P2 (P2R) csoportra. A P1 avagy adenozin receptorok
csaladjan beliil 4 (al)tipust kiilonboztetiink meg: Ai1R, A2aR, AR, AsR. A P2
receptorok 2 csaladra oszthatok: az ionotrép P2X és a metabotrép P2Y. A purinerg
jelatvitel szamos élettani folyamatban vesz részt, mint példaul a sejtproliferacio,
angiogenezis, vérlemezke aggregacid, immunvalasz, valamint az értonus szabalyozasa.
Szamos tanulmdny szerint a purinerg jelatvitel megvaltozhat kiilonb6zo
kardiovaszkularis ~ betegségekben,  koztikk  atherosclerosisban,  ischaemias
szivbetegségben, hypertensioban, pulmonalis hypertensioban és diabéteszben, ami
hozzajarul a kardiovaszkuléaris diszfunkcid, vaszkularis remodelling, koros

érpermeabilitas és gyulladas patomechanizmuséhoz.

Az adenozin receptorok mindegyike, tovabba sok P2 receptor is ubikviter
expresszidjuak a kardiovaszkularis rendszerben és fontos szabalyozé funkcidjuk van.
Mind a négy adenozin receptor expresszalodik a kardiomiocitdkban, az endotéliumban

¢s a vaszkularis simaizomsejtekben is.

Az A1R és az A3R gatldé modon kapcsolodik az adenilat-ciklazhoz a Gijo fehérje
a-alegységén keresztiil, igy ezen receptorok aktivacidja a cAMP szint csokkenésében
nyilvanul meg. Az A2aR és A2gR serkentd jellegilien kapcsolodik az adeniléat-ciklazhoz
Gs révén, igy ezek aktivacidja noveli a cAMP szintjét. Az Ai1R negativ trép hatdsokat
kozvetit a szivben, ezzel a B-adrenerg hatasok ellen dolgozva. Az AzaR aktivacid
indirekte fokozza a szivizom kontraktilitdsat az AiR-medialt antiadrenerg hatisok
gatlasa révén, mig az A2gR direkt pozitiv inotrop hatast kdzvetit anélkiil, hogy hatna a
B-adrenerg vagy AiR-medialta antiadrenerg folyamatokra. Az AsR stimulalasa erdsit
egyes AiR-mediédlta kardioprotektiv hatdsokat, de kardiomiocita apoptdzist is
indukalhat.



1.2. Adenozin, adenozin analégok, receptorok

Az adenozin purin nukleozid, ami adeninbdl és ribozbol all. Kiilonleges
szerepet jatszik a nukleinsav metabolizmusban azaltal, hogy a szervezetben szdmos
fiziologias és koros folyamatot befolyasol. Az adenozin ugyanis nem csak szamos
enzim ¢€s transzporter szubsztratja, hanem az adenozin receptorok f6 agonistdja is. In

vivo féléletideje igen kicsi (<1 s).

Az adenozin receptorok 7 transzmembran doménnel rendelkez6, G-fehérje
kapcsolt receptorok: Ai, A2a, Azs és Az adenozin receptor. A CPA (N°-
cyclopentyladenosine) és a CHA (N®-cyclohexyladenosine) szintetikus adenozin
analogok, amelyek szelektiv, biologiailag stabil (enzimrezisztens, kiilondsen a CHA)
¢s nagy hatékonysagu (kiilonosen a CPA) teljes agonistai az A1 adenozin receptornak
(tovabbiakban: A; receptor).

Az A; receptor stimulalasa testszerte protektiv és regenerativ folyamatokat indit
el. A szivizom dominans adenozin receptor-tipusa, amely szdmos energiaigény-
csokkentd folyamatot indit el, beleértve a negativ trop hatdsokat, elsdsorban a
szupraventrikularis szivizmon. A szupraventrikularis szivizomban az adenozin képes a
kontrakcids erdt a nyugalmi szint ald is csokkenteni (direkt negativ inotrop hatas).
Ennek megfelelden az izolalt, ingerelt bal pitvarban a direkt (azaz a kontrakcios erd
elézetes fokozasa nélkiili) negativ inotrép hatds az Ai receptor miitkodésének jol

mérhetd és megbizhatod kimeneti valtozojaként szolgalhat.

Az ENTI1 a sziv egyik f6 ekvilibrativ adenozin transzportere, befolyésolja a
kiilonb6z6 nukleozidok és exogén nukleozid analdégok eloszlasat és szintjét. Az
adenozin gyorsan metabolizaloddé szubsztrat, amelynek nettd6 képzddése az
interstitiumban, nettd eliminacioja pedig a sejteken beliil torténik. A passziv adenozin
transzport tehat a sejtekbe irdnyul (példaul az endotéliumba és a szivizomsejtekbe), igy
keresztiili  adenozin-transzport jelentdsége az interstitialis adenozin szint
szabalyozasaban (és ezéltal az adenozin altal kivaltott védéfolyamatokban) - hosszi
tavl ischaemia sordn - az ENT1 csokkent expressziojaban €s aktivitdsdban tiikrozodik.
Az ennek kovetkeztében megemelkedett interstitialis adenozin koncentracié fokozza
az adenozinerg jeldtvitelt az adenozin receptorok ortoszterikus kotéhelyének

sejtfelszini lokalizacioja miatt.



A nitrobenziltioinozin szarmazékok (pl. NBMPR és NBTI) az ENT1 szelektiv
inhibitorai. A nitrobenziltioinozinok jelentds mértékben modositjak az ENT1 Aaltal
szallitott molekuldk szdveti eloszlasat, ily modon drasztikusan atformaljak az adenozin
receptor agonistak koncentracio-hatas (E/c) gorbéjét két mechanizmus révén,

amelyeket altalanos, illetve specifikus hatdsoknak nevezhetiink.

A nitrobenziltioinozinok altalanos mddositd hatasa az dsszes adenozin receptor
agonista E/c gorbéjét érinti, mivel ezt az endogén adenozin interstitialis szintjének
valtozasa kozvetiti, ami a transzmembran adenozin aramlas blokkolasa miatt
kovetkezik be. A szivben az ENT1 gétlasa altaldban megnoveli az endogén adenozin
aramlas a sejt belsejébe iranyul. Ez az altaldnos hatds az Emax csokkenésében és az

ECso ndvekedésében nyilvanul meg

Az FSCPX szelektiv, irreverzibilis A1 receptor antagonistaként ismert.
Munkacsoportunk korabbi vizsgélatai sordn azonban megfigyelte, hogy az FSCPX-
szel torténd eldkezelés paradox modon novelte az adenozinra és a CPA-ra adott direkt
negativ inotrop valaszt, de csak akkor, ha NBTI is jelen volt a rendszerben. Az
,»FSCPX paradoxon” feloldasara az volt a feltételezésiink, hogy az FSCPX eldkezelés
gatolta az NBTI 4ltaldnos hatasat (mig a specifikust nem), melyre egy lehetdség az

interstitialis adenozin termelés gatlésa.

A jelen disszertaciot 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. Ezen adatok értelmezéséhez
kordbban egy egyszeri matematikai modellt dolgoztunk ki, majd alkalmaztunk. Az
FSCPX paradoxon magyarazatara azt a hipotézist fogalmaztuk meg, hogy az FSCPX
gatolhat egy (vagy néhdny) enzimet, amelyek részt vesznek az adenozin interstitialis
képzésében. E feltételezés megengedi, hogy az FSCPX csak az NBTI altaldnos
modosito hatdsat gatolja (az endogén adenozin interstitialis szintjének csokkentésével),
de ne befolyasolja az NBTI specifikus modositd hatasat (amit a jol transzportalodo
exogén agonistak - esetlinkben adenozin - szintjének ndvekedése - pontosabban

lassabb csokkenése - 0koz).

Az endogén és exogén adenozin megkiilonboztetését az indokolja, hogy az E/c
gorbék hagyomanyos modon torténd kiértékelésekor az endogén adenozin interstitialis

szintjének novekedése ellentétes hatast gyakorol egy adenozin receptor agonista E/c
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gorbéjére, mint az exogén adenozin interstitialis szintjének ndvekedése a sajat E/c
gorbéjére. A nitrobenziltioinozinok azaltal, hogy gatoljak az adenozin intracellularis
eliminaciojat, megemelik az adenozin interstitialis szintjét, fliggetleniil annak
eredetétol. Megjegyzendd, hogy a legtobb szintetikus A1 receptor agonista (beleértve a
CPA-t ¢és a CHA-t) az adenozinhoz képest nagymértékben ellendllé az adenozint
atalakitd enzimekkel szemben, ezért koncentraciojukat a nitrobenziltioinozinok csak
kismértekben befolydsoljak (kisérleteink iddablakaban). Ennélfogva a biologiailag
stabil szintetikus agonistdk alkalmasak a nitrobenziltioinozinok altaldnos E/c gorbe
modositd hatdsanak izoldlt vizsgalatara, mig az exogén adenozin E/c gorbéje a
nitrobenziltioinozinok eredd hatdsat mutatja, amelybdl a stabil agonistakkal szerzett
eredmények figyelembevételével lehet kovetkeztetni a nitrobenziltioinozinok

specifikus E/c gorbe mddositd hatasara.

Jelen vizsgalatban az volt a célunk, hogy teszteljiikk az FSCPX egy (vagy
néhany) adenozin képzoé enzimre gyakorolt gatlo hatasarol szolo hipotézisiinket
az interstitiumban. Kézenfekvo stratégia volt, hogy eldszor az ektonukleotidazok
lehetséges szerepét vizsgaljuk az FSCPX-paradoxonban. Az ektonukleotidazok
kulcsszerepet jatszanak az adenozin extracellularis képzddésében. A szivben a két
legfontosabb ektonukleotidaz a CD39 (ekto-apiraz) és a CD73 (ekto-5'-nukleotidaz),
amelyek egyiittesen hdrom egymast kovetd 1épést katalizdlnak: az ATP ADP-n
keresztiil torténd bontasdt AMP-re és két foszfat-ionra (CD39), tovabbad az AMP
bontasat adenozinra ¢és egy foszfat-ionra (CD73). Eldszor enzimgatldsi esszéket
végeztliink, melyek célja az FSCPX CD39-re ¢és CD73-ra gyakorolt hatasdnak
kozvetlen vizsgalata volt. Ezutan tobbféle indirekt megkozelitéssel probaltunk

kozelebb keriilni feltevésiink igazolasdhoz vagy megcafolasahoz.

1.3. A kannabidiol és az adenozinerg rendszer kapcsolata

A kannabidiol (CBD), a Cannabis sativa ndvény legtobbet vizsgalt, nem bodito
hatdsu Osszetevdje, csak egy hattagu, oxigéntartalmi gyliri felhasadt voltdban
kiilonbozik a A°-tetrahidrokannabinoltél (THC), a legismertebb (és leghirhedtebb)
fitokannabinoidtol. A CBD-t sokan nem tartjak pszichoaktivnak, mig masok szerint a
CBD-t anxiolitikus, antipszichotikus ¢és antidepresszans tulajdonsdga pszichoaktivva

teszi, ugyanakkor mégsem kébitészer (nem valtja ki a kannabinoid kabitoszerekre



jellemz6 toxikus tiinetegyiittest, az Gn. kannabinoid tetradot, tovabba addikciot sem
okoz). A CBD {0 forrasa a kender, amely egy gytlijtonév, a Cannabis sativa harom 6

fajtajanak egyikére utal.

2018-ban a CBD-t elfogadtak a gyermekkori epilepsziak két tipusanak, a Dravet
¢s a Lennoux-Gastaut szindromanak a kezelésére. A CBD jol bizonyitott, illetve
feltételezett molekularis célpontjainak listaja az emberi szervezetben tobb mint 6tven
enzimet, ioncsatornat, receptort ¢és transzportert feldlel, melynek révén a CBD
gyulladascsokkentd,  rakellenes,  neuroprotektiv,  gorcsoldd,  anxiolitikus,

antipszichotikus, antidepressziv, antidiabetikus ¢és elhizés elleni hatast fejt ki.

Daganatellenes hatasat szamos in vitro és in vivo tanulmany bizonyitotta
(raktipustol és dozistdl fiiggden). A CB1 €s CB2 receptortdl fliggetleniil elOsegitette a
rakos sejtek apoptdzisat. Ennek mechanizmusa még nem teljesen tisztdzott, de ugy
tlinik, hogy - legalabbis részben - Osszefliggésbe hozhato a raksejtekben termel6do,

oxigén-alapt szabadgyokok termelésének fokozasaval.

A CBD neuroinflammatorikus betegségek, valamint mas idegrendszeri
korallapotok (pl. szorongés, epilepszia, szkizofrénia) kezelésében 1is igéretes.
Antioxidans, gyulladascsokkentd és neuroprotektiv hatasai miatt alkalmazasa felmertiilt
az Alzheimer-kor kezelésében is. A CBD mérsékli a tau fehérje foszforilaciojat
(csokken a glikogén-szintaz-kinaz foszforilacidja, ezaltal a Wnt/B-katenin utvonal
felszabadul), gatolja az acetilkolineszterazt ¢és csokkenti az amiloid-béta (AP)
felhalmozodasat is. Ezen kedvezd hatasok feltehetden nem csak kannabinoid (CB)
receptor-medialta folyamatok. A CBD agonistaként hat a PPARYy receptoron, melynek

aktivacioja gyulladascsokkentd hatasu és csokkenti az AP depozitumok mennyiségét.

Az immunrendszerrel kapcsolatos kutatdsok szerint Wistar patkdnyokban a
CBD 2,5 mg/ttkg dozisa 14 napig adva nem okozott limfopéniat, sdt, a natural killer
(NK) sejtek szama még nétt is), az 5 mg/ttkg dozis viszont mar csokkentette a
limfocita szamot. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a CBD a specifikus immunvalaszt
gyengiti, mig a nem specifikus immunitas hatékonyabba valik, ami féleg az antitumor

és virusellenes aktivitasnak kedvez.

Him Wistar patkdnyokban a CBD csokkentette a stressz hatasat a viselkedésre
¢s a kardiovaszkuldris rendszer miikodésére, melynek hatterében a hipotalamusz-

hipofizis-mellékvese (HPA) tengely gatlasa és az 5-HTia receptor jelatvitelének



fokozasa allt. Enyhe, kronikus stressznek kitett him Sprague-Dawley patkdnyokban a
CBD kezelés gatolta az anxiogén és depressziv viselkedést CB1 és CB2 receptorokon
hatva. Ezen eredmények igazoljak az endokannabinoid rendszer részvételét a CBD

antidepresszans-szerii hatdsainak létrehozasaban.

A CBD a CB: receptor negativ modulalasa révén mérsékelheti az elhizast. Az
elhizas a zsir felhalmozodasan tul kronikus, alacsony foku gyulladashoz hasonld
allapottal jar (,,metaflammacio”). CB1 és CB:2 receptorok el6fordulnak a zsigeri és a
szubkutan zsirszovetben is, melyek igéretes célpontok lehetnek

gyulladascsokkentoként és az elhizas ellen.

A CBD késleltette a diabétesz mellitusz (DM) kialakulasat NOD (non-obese
diabetes-prone) egerekben. Ennek magyarazata az lehet, hogy megvaltoztatta a T
limfocitak aranyat (a gyulladasos citokineket termel6 Th1 helyett a Tz keriilt el6térbe),
vércukorszint fokozott oxidativ stresszt okoz, melynek hatasara az endotéliumon olyan
adhézios molekulak jelennek meg, melyek karos immunvalaszhoz vezetnek. A CBD
bizonyitottan csokkentette ezen adhézids molekuldk szamat, ezaltal mérsekelte az
atherosclerosis rizikojat. Egereknél diabéteszes cardiomyopathidban a CBD-vel
torténd eld- és utokezelés egyarant mérsékelte a fibrozist €és a sejthalélt, a myocardialis
diszfunkciot, a gyulladast és az oxidativ stresszt. Hyperglycaemias kornyezetben a

CBD mérsékelte mind az oxigén-, mind a nitrogén-alapt szabadgyokok termelddését.

A CBD az adenozinerg rendszerre is hatassal van. A kutatdsok szerint a
szivizom funkcidja szempontjabol a CBD két legfontosabb célpontja az A1 adenozin
receptor (a szivben) és az ENTI1 (neuronokban, makrofagokban, retina- és agyi

mikrogliasejtekben).

Az eddigi kisérletes adatokbol kiindulva tehat a CBD két tdmadasponton is
beavatkozhat a szivizom adenozinerg jelatvitelébe: az ENT1 transzporteren, melyet
kielégitden igazoltak, és az Ai adenozin receptoron, ami eddig feltételezés volt.
Vizsgalatainkig ezen utvonalak hozzédjaruldsanak mértéke a CBD hatisdhoz
tisztazatlan volt. A jelen értekezést megalapozé masodik vizsgalatunk célja tehat
az volt, hogy feltarja 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 létrejovo

adenozinerg aktivaciok kozott, egy sajat fejlesztésii modszert alkalmaztunk, a
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receptorialis valaszkészség modszert (RRM). Az RRM lehetdvé teszi A1 receptor
agonistak koncentracio-hatas (E/c) gorbéinek korrekciojat a tobblet adenozin okozta

torzitasra.

A CBD lehetséges terapias elényei alapjan, melyek mind 1-es, mind 2-es tipust
diabetes mellitusban érintik a szivet is, ezeket a vizsgalatainkat ZDF patkdnyokbdl
izolalt pitvarokon végeztik. Az ,obese” tipusi ZDF patkdny a 2-es tipust
cukorbetegség széles korben hasznalt allatmodellje. A 2-es tipust diabetes mellitus
egyre gyakrabban el6forduld betegség, amely vilagszerte a vaksag, veseelégtelenség,
szivroham, stroke, als6 végtagi amputacid és - altaldnossdgban - a korai halalozés
egyik f6 oka. Egy "beteg" allatmodellnek nagyobb transzlacids potencialja lehet, mivel
az igy kapott eredmények megbizhatobban alkalmazhaték a klinikai problémak
megoldasara. Ez 0Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, miszerint egyes
véddmechanizmusok, melyek egészséges allapotban jelen vannak, bizonyos koros

koriilmények kozott nem érvényesiilnek.



2. Anyagok és modszerek

2.1. Az FSCPX vizsgalataval kapcsolatos modszerek

2.1.1. Invitro CD39 és CD?73 Inhibitor Screening Assay Kit mérések
2.1.1.1. Vegyszerek és oldatok

Kisérleteink soran az aldbbi vegyszereket ¢és kiteket hasznaltuk: dimetil-
szulfoxid (DMSO); 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine (CPX); 8-cyclopentyl-N3-[3-
(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N*-propylxanthine (FSCPX); natrium-
polioxometallat (POM-1, a CD39 Inhibitor Screening Assay Kit részeként); dinatrium
Nb-benzyl-a,B-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-t6l (Darmstadt, Németorszag)
vasaroltuk. Az FSCPX-et gyartdé 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 Vertriecbs 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 olddszereként

DMSO-t hasznaltunk, higitasuk desztillalt vizzel tortént (amikor erre sziikség volt).

2.1.1.2. Protokoll

A POM-1, PSB-12379, CPX ¢és FSCPX gatlo hatasat a vizes oldatban
diszpergalt CD39-re (ekto-apiraz) és CD73-ra (ekto-5’-nukleotidaz) in vitro malachit-
z0ld moddszerrel hataroztuk meg CD39 és CD73 Inhibitor Screening Assay Kit-ek

segitségével, a gyarto utasitasai szerint.

Mindkét kit esetében 14 kiilonb6z6 reakcioelegyet készitettiink 96-well plate-
en: negativ kontroll, 1% DMSO-t tartalmazé negativ kontroll, 10% DMSO-t

tartalmaz6 negativ kontroll, pozitiv kontroll, 1% DMSO-t tartalmazo6 pozitiv kontroll,



10% DMSO-t tartalmaz6 pozitiv kontroll, 20 pM POM-1 tartalmt inhibitor kontroll,
200 uM POM-1 tartalmt inhibitor kontroll, 0.1 pM PSB-12379 tartalmua inhibitor
kontroll, 1 uM PSB-12379 tartalmu inhibitor kontroll, 10 uM FSCPX-et tartalmazo
reakcioelegy (1% DMSO-ban oldva), 100 uM FSCPX-et tartalmazd reakcioelegy
(10% DMSO-ban oldva), 10 uM CPX-et tartalmazo reakcioelegy (1% DMSO-ban
oldva), 100 uM CPX-et tartalmazo reakciodelegy (10% DMSO-ban oldva).

A CD39 ¢és CD73 enzimaktivitasok mérését a gyartod utasitasai szerint veégeztiik
630 nm hulldmhosszon Varioskan LUX Multimode Microplate Reader
spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) segitségével.

2.1.2. Ex vivo funkcionalis vizsgalatok
2.1.2.1.Vegyszerek és oldatok

A szervkadak feltoltéséhez modositott Krebs-Henseleit puffert (Krebs-oldat)
hasznaltunk. A kisérletek soran az alabbi vegyszereket hasznaltuk: adenozin, N°-
cyclohexyladenosine (CHA); Né-cyclopentyladenosine (CPA); S-(4-nitrobenzyl)-6-
thioinosine (NBMPR), S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine (NBTI); FSCPX ¢és
PSB-12379. Habar az ,NBMPR” ¢s az ,,NBTI” roviditéseket gyakran szinonimaként
hasznaljak, ndlunk kiilonbozd vegyiileteket jelolnek. Az FSCPX-et és a PSB-12379-et
leszamitva a vegyiileteket a Merck KGaA-t6l (Darmstadt, Germany) vésaroltuk. Az
adenozint 36 °C-0s Krebs-oldatban oldottuk fel. A CHA-t és CPA-t 1:4 (v/v) etanol-
desztillalt viz elegyben oldottuk. Az NBMPR, NBTI és FSCPX oldasa DMSO-ban
tortént. Minden torzsoldat koncentracidja 10 mM volt. Az oldatként kézhez kapott
PSB-12379-et fiziologias natrium-klorid oldatban (0.9% w/v NaCl) higitottuk 1 mM

s

tortént.

2.1.2.2. Allatok és csoportok

Az allatok tartasat, felhasznalasat ¢és az allatkisérletekre vonatkozo
protokollokat a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga jovéhagyta
(5/2020/DEMAB). Kisérleteinkhez him Wistar patkanyokat (400-500 g) és him



Hartley tengerimalacokat (500-700 g) hasznaltunk. Az allatok exterminalasa
dekapitalassal tortént. A bal pitvari fiilcséket gyorsan eltavolitottuk és 10 mN
nyugalmi fesziilés mellett 10 ml Krebs-oldatot (36 °C; pH = 7.4) tartalmazo,
karbogénnel szelldztetett (95% Oz és 5% COz), fiiggdleges kiképzésli szervkadakban
rogzitettiikk. A preparatumokat platina elektrédokkal pontszeriien ingereltiik (3 Hz, 1
ms, a kiiszobfesziiltség kétszeresével) programozhaté stimulator ¢és erdsitd

segitségevel.

A kontrakciés erdt az izometrias 6sszehtizéddsok amplitadojaval jellemeztiik,
amit transzducerrel ¢és jelerdsitdvel mértlink. Mivel a nyugalmi kontraktilitas
csOkkenését kovettiik, a direkt negativ inotrop hatdst hatdroztuk meg, ami klasszikus
szervkad rendszerben izolalt, ingerelt bal pitvari fiilcsén mérve egyszerti és rendkiviil

megbizhaté modja a myocardialis A1 adenozin receptor funkcid vizsgalatanak.

Amikor az FSCPX ¢és az NBMPR kozotti potencialis interakcidt vizsgaltuk, a
patkany bal pitvari fiilcséket véletlenszeriien 5 csoportba soroltuk: ,,Kontroll NBMPR-
hez”, ,NBMPR”, ,Kontroll FSCPX & FSCPX+NBMPR-hez”, ,FSCPX” ¢és
,,FSCPX+NBMPR”.

A PSB-12379 ¢és NBTI kozotti lehetséges interakcid vizsgéalatdhoz a
tengerimalac bal pitvari fiilcséket véletlenszeriien 6 csoportba osztottuk: ,,Kontroll
(CPA-hoz)”, ,NBTI CPA-hoz”, ,PSB CPA-hoz”, ,PSB+NBTI (CPA-hoz)”,
,»Kontroll+NBTI+PSB (Ado-hoz)” és ,,Kontroll+PSB+NBTI (Ado-hoz)”.

Az FSCPX kiilonféle beadasi gyakorisagainak vizsgalata soran a patkany, ill.
tengerimalac bal pitvari fiilcséket véletlenszerlien 4 csoportba soroltuk: ,,DMSO (5
ciklus)”, ,,FSCPX (1 ciklus)”, ,,FSCPX (2 ciklus)” és ,,FSCPX (5 ciklus)”.

2.1.2.3. Protokollok

A Krebs-oldattal feltoltott, karbogénnel szellztetett szervkadakba (a
preparatumok rogzitése utdn 25 perccel) 100 uM 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 jellemzd kezelések ¢és E/c gorbék

kovetkeztek.
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Az FSCPX ¢és az NBMPR kozotti lehetséges interakcio vizsgalatakor az 5
csoportba sorolt patkany bal pitvarokon 6t, egy kordbbi vizsgalatunk soran mar
alkalmazott protokollt kdvettiink, melyeken harom modositast végeztiink: CPA helyett
CHA-t, mig NBTI helyett NBMPR-t hasznaltunk, valamint néhany korabban

alkalmazott protokollt kihagytunk (amikor az adenozint hasznaltuk f6 agonistaként).

Minden pitvart a kovetkezé in vitro kezeléseknek vetettiik ala: ,,Kontroll
NBMPR-hez” esetében 10 ul DMSO-t adtunk 15 percig; az ,,NBMPR” csoport
esetében 10 uM NBMPR-t adtunk 15 percig; ,,Kontroll FSCPX & FSCPX+NBMPR-
hez” esetében 10 pul DMSO-t adtunk 45 percig, ezt kovetden 60 perces mosasi
periddus utdn 10 pl DMSO-t adtunk 15 percig; az ,,FSCPX” csoport esetében 10 uM
FSCPX-et adtunk 45 percig, ezt kdvetéen 60 perces mosasi periddus utan 10 pl
DMSO-t adtunk 15 percig; az ,,FSCPX+NBMPR” csoport esetében 10 uM FSCPX-et
adtunk 45 percig, ezt kdvetden 60 perces mosdsi periodus utan 10 uM NBMPR-t
adtunk 15 percig. Végil, az utolsé szervkaddhoz adott vegyiilet (vagy oldoszer)

kimosasa nélkiil kumulativ CHA E/c gorbét vettiink fel minden patkany bal pitvaron.

A PSB-12379 ¢s NBTI kozott lehetséges interakcid vizsgéalatakor minden
tengerimalac bal pitvar atesett a hat protokollnak megfelelé kezeléseken (hasonloan az
el6z6 bekezdésben leirtakhoz). A {6 kiilonbségek a kovetkezOk voltak: NBMPR
helyett NBTI hasznalata; CHA helyett adenozin és CPA hasznalata; ahol az adenozin a
f6 agonista, ott a kordbbi tanulméanyunkban is alkalmazott protokoll hasznélata;
valamint FSCPX helyett PSB-12379 hasznalata (az ehhez megfeleld inkubacios és
kimosasi szakokat alkalmazva). Igy a ,,Kontroll CPA-hoz” csoport pitvaraihoz 10 pM
DMSO-t adtunk 15 percig; az ,,NBTI CPA-hoz” pitvaraihoz 10 uM NBTI-t adtunk 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
¢s 10 uM NBTI-t tovabbi 15 percig; a ,,Kontroll+NBTI+PSB (Ado-hoz)” pitvaraihoz
10 uM NBTI-t 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 megjelolt pitvarok esetében kumulativ adenozin
E/c gorbét vettiink fel (pitvaronként ez volt a masodik adenozin E/c gorbe). Ezutan az
,»Ado-hoz” névvel jelolt pitvarokhoz 3 uM PSB-12379-et adtunk 15 percig, utana 10
uM NBTI-t tovabbi 15 percig. Végil ezen utols6 2 csoportban egy harmadik
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kumulativ adenozin E/c gorbe gorbét is felvettiink. Igy Osszességében a
,Kontroll+tNBTI+PSB Ado-hoz” ¢s 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 eltér6 szaml beadasainak vizsgélata soran minden patkiny 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 puM FSCPX kezelést alkalmaztunk
45 percig, amelyet szintén 75 perces kimosasi fazis kovetett. Fontos megjegyezni,
hogy az ,,FSCPX (1 ciklus)” csoport esetében a 45 perces inkubdcids ciklust nem
szakitottuk meg, a tobbi csoport esetében viszont egy vagy tobb rovid, de intenziv
kimosasi fazist iktattunk be, melyet a 10 uM FSCPX vagy 10 pl DMSO 1jboli
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 Gjra
hozzaadtuk. Az ,,FSCPX (5 ciklus)” és a ,,DMSO (5 ciklus)” csoportokban a 45 perces
inkubaciot 4 részre osztottuk: 9 percenként intenziv kimosast alkalmaztunk, melyek
végeztével visszaadtuk a 10 pM FSCPX-et vagy a 10 ul DMSO-t. Végezetiil minden
pitvar esetében kumulativ CPA E/c gorbét vettiink fel.

2.1.2.4. Az E/c gorbék kiértékelése

Hatéasként a pitvarok kiindulasi kontrakcids erejének szazalékos csokkenését

definialtuk és a beadott agonista koncentraciok fiiggvényében abrazoltuk.

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

matematikai korrekciojahoz kellettek.
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2.2. CBD-vel kapcsolatos modszerek

2.2.1. Vegyszerek és oldatok

Munkénk ezen szakaszidban az alabbi vegyiileteket hasznaltuk: adenozin; N°-
cyclopentyladenosine (Sigma, St. Louis, MO, USA); kannabidiolban (CBD) gazdag
kenderbdl (hemp) késziilt olaj (pszichoaktiv komponensektdl mentes), "Vitality CBD
Oral Drops/Spray 4800mg Natural" néven kozvetleniil a gyartotdl rendelve (Vitality
CBD Ltd, Birmingham, Egyesiilt Kirdlysag) (PhytoVista Laboratories, 2021);
napraforgdolaj, "Vénusz" néven forgalmazott termék (Bunge CJSC, Martfi,

Magyarorszag).

A CPA-t 1:4 (v/v) etanol - desztillalt viz elegyben, az adenozint pedig 36 °C-0S
Krebs-oldatban oldottuk. Minden tdrzsoldat koncentracigja 10 mM volt, a tovabbi
higitasokat Krebs-oldattal végeztiik. A kender olajos kivonatat a gyartdé MCT (kozepes
lancu triglicerid) olajjal higitotta. Mi a terméket az in vivo kezelés soran

napraforgdolajjal higitottuk tovabb.

2.2.2. Allatmodellek és kisérleti csoportok

Az allatok felhasznalasat a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsdga hagyta jova (5/2022/DEMAB; 2022. aprilis 14.). Him, 10 hetes, ,,lean”
(fenotipusosan egészséges), valamint ,,obese” tipusi ZDF patkanyokat hasznaltunk,
melyeket az AnimalLab Hungary Kft-t6l szereztiink be (Vac, Magyarorszag), a Charles
River Laboratories International Inc. (Wilmington, MA, USA) magyarorszagi

forgalmazojatol.

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

A 6 honapos obese ZDF patkdnyokat véletlenszeriien két csoportba soroltuk:
,Obese ZDF” és ,,CBD-kezelt obese ZDF”, mig a lean allatok a ,,Lean ZDF” csoportot
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alkottak. A kordbban bevezetett étrend folytatasa mellett az Obese ZDF csoportban
1évé allatok intragastricus szondan at négy héten keresztil 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 napraforgoolaj, illetve CBD kezelés megkezdése elotti napon az ¢éhgyomri
vércukor koncentracido (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
és 20.5 = 1.7 a Lean ZDF, Obese ZDF és a CBD-kezelt obese ZDF csoportokban (az

emlités sorrendjében).

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 tipusu ZDF patkdnyokndl elérehaladott 2-
es tipusu cukorbetegség volt jelen, €s ebben az allapotban a testsulyuk mar valamivel

kisebb volt, mint a lean kontrolloké (az ,,obese" és "lean" nevek ellenére).

2.2.3. Ex vivo funkcionalis vizsgalatok és a protokollok

A bal pitvari fiilcsék preparalasa a 2.1.2.2. alfejezetben leirtaknak megfeleléen
tortént. Mivel ebben a vizsgalatban sem tortént elokezelés kontraktilitast befolyasold
szerrel, itt is az adenozin receptor agonistak altal kivaltott direkt negativ inotrop hatast

mértuk.

2.2.4. Az E/c gorbék korrekcidja

Ha egy figyelmen kiviil hagyott, tobblet agonista koncentraci6 jelenlétében
vesziink fel E/c gorbét egy agonistaval, ami ugyanazon jelatviteli itvonalon hat, mint a
figyelmen kiviil hagyott agonista, akkor az E/c gorbe torzul (csokkent hatést
teszi annak meghatdrozasat gorbeillesztés segitségével. Ez a receptorialis

valaszkészség moddszer (RRM), ami tobbféle regresszios bedllitassal is elvégezhetd.
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Az RRM alkalmas a tobblet agonista koncentracio altal torzitott E/c gorbék
korrekciojara is.

Egy RRM-mel korrigdlt teljes (hatastalan koncentracioval induld és jol
szaturalt) E/c gorbének két informativ szakasza van: a kezdeti és a végsd. A kezdeti
szakasz a tobblet agonista koncentraci6 altal (kizarolag vagy tilnyomorészt) kivaltott
hatas értékét mutatja (emiatt sziikséges a korrekcid). Az E/c gorbe végsO szakasza
ugyanakkor a valés maximalis hatds értéket jelzi, ami a korrigalatlan E/c gorbén

kisebb a valos értéknél

2.2.5. E/c gorbék empirikus jellemzése

Az E/c gorbék empirikus jellemzésére a Hill-egyenletet illesztettiilk, ami a
receptorfunkcid egyszerli €és megbizhatd modelljeként hdrom empirikus paramétert

biztosit az E/c gorbék geometriai leirdsara.

2.2.6. Az atlagolt CPA E/c gérbék CBD okozta torzuldsanak kvantifikdlasa

Mivel a CBD tobb extrakardidlis szoveten igazoltan gatolta az ENTI-et,
feltételeztiik, hogy a szivizom befelé 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 tdobblet interstitialis adenozinnak a
beallitas kombinacidjaval: az egyik az individualis vs. globalis gorbeillesztés, a masik
a hagyomanyos vs. robusztus illesztés. Az individualis illesztés soran a CBD-kezelt
obese ZDF csoport atlagolt CPA E/c gorbéjének illesztése soran az Obese ZDF csoport
atlagolt CPA E/c gorbéjének hiarom empirikus paraméterét hasznaltuk, a globalis
illesztés soran pedig a fent emlitett két csoport atlagolt CPA E/c gorbéit egyszerre
illesztettiik varidbilis empirikus paraméterekkel. Minden tovabbi regresszios

beallitasnal az alapértelmezett opciot valasztottuk.
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2.2.7. Az atlagolt CPA és adenozin E/c gorbék CBD altal torzitott hatas értékeinek

korrekcidja

A CBD-kezelt obese ZDF csoport atlagolt CPA ¢és adenozin E/c gérbéinek hatas
értékeit az individudlis plusz hagyomanyos illesztéssel kapott cx segitségével
korrigaltuk (hasonloan a korabbi E/c gorbe korrekcidinkhoz. El6szor az ehhez a cx-hez

tartoz6 hatas értéket allapitottuk meg a Hill-egyenlet segitségével.

Az Ex és a CBD-kezelt obese ZDF csoport atlagolt CPA és adenozin E/c
gorbéinek torzitott hatas értékeibdl szamoltuk ki a korrigalt hatas értékeket. A korrigalt
hatas értékek 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 hatas értékeket a beadott agonista koncentraciok

fliggvényében abrazoltuk, mivel a CBD altal felhalmozott interstitialis adenozin

s

2.3. Adatelemzés

Az adatok eloszlasat Shapiro-Wilk normalitds teszttel, a variancidk
homogenitasat Brown-Forsythe teszttel vizsgaltuk. Ha minden adathalmaz (t6bb, mint
két adathalmaz) megfelelt a normalitds tesznek, valamint a variancidk is homogének
voltak,  Osszehasonlitisukhoz  Tukey utoteszttel kombindlt egyszempontu
varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk. Ha normalis eloszlds mellett a varianciak
nem voltak homogének (akdr egy adathalmaz esetén is), akkor Dunnett-féle T3
utoteszttel kombindlt Welch-féle ANOVA késziilt. Nem normalis eloszlas (akar egy
adathalmaz esetén is) mellett Dunn-féle utoteszttel kombinalt Kruskal-Wallis tesztet

hasznaltunk. A csoportatlagok kiilonbségét p < 0.05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.

A gorbeillesztések soran a koncentraciok (c, ECso és cx) 10-es alapt

logaritmusat vettiik, az ajanlasnak megfelelden.

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

végeztik.
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3.  Eredmények

3.1. FSCPX-szel kapcsolatos eredmények

CD39 ¢s CD73 inhibitor esszé soran kapott eredményeink alapjan elmondhato,
hogy sem az 1%-0s, sem a 10%-os (v/v) DMSO nem befolyasolta jelentésen a CD39
¢s CD73 aktivitasat. Az ENTPDasel-3 enzimek gatloszereként és egyes P2 purinerg
receptorok antagonistajaként is szamon tartott POM-1 jelentés, de nem teljes
mértékben csokkentette a CD39 aktivitisat. Erdekes modon a POM-1 a CD73-at is
gatolta, legaldbb 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
vizsgélatokban.) A PSB-12379, a CD73-ra nemrégiben kifejlesztett inhibitor viszont
jelentdsen csokkentette a CD73 aktivitasat, amely hatas szelektiv volt (nem terjedt ki a
CD39-re) és 1 uM-ndl teljesedett ki. Azonban sem az FSCPX, sem a CPX nem tlint
ugy, hogy jelentdsen befolyasolta volna a CD39, és a CD73 aktivitasat, a beadott

magas koncentraciok ellenére sem.

Az FSCPX ¢és az NBMPR kozotti interakceidt patkdny bal pitvaron vizsgaltuk.
Az adenozin (mint nem szelektiv, fiziologids adenozin receptor teljes agonista)
koncentréacio-fiiggden csokkentette a patkany bal pitvari fiilcsék nyugalmi kontrakcios
erejét az Osszes vizsgalati csoportban. Az adenozinra adott valasz egyik
koncentracional sem kiilonbozott szignifikansan a csoportok kozott (amelyen a
kisérletek ezen szakaszdban még azonos elééletlick voltak). Ez az eredmény a
csoportok homogenitasat jelzi a f6 adenozinerg mechanizmusok szempontjabol. A
CHA (szelektiv, szintetikus A1 receptor teljes agonista) szintén koncentracio-fiiggd
moddon csokkentette a patkany bal pitvari fiilcsék nyugalmi kontrakcios erejét. A
CHA-ra adott valaszok nem kiilonboztek szignifikdnsan a két kontroll csoport kozott,
vagyis a protokollok idétartamanak kiilonbsége nem befolyasolta jelentésen a CHA
pitvarokra gyakorolt hatdsat. [Azok a protokollok ugyanis, ahol FSCPX-et
alkalmaztunk, Iényegesen hosszabbak voltak, mint a tobbi. Az FSCPX-et hasznal6 és
nem haszndld protokollok megfeleld Gsszehasonlithatosaga érdekében egy hosszu
(Kontroll FSCPX & FSCPX+NBMPR-hez) és egy rovid (Kontroll NBMPR-hez)
kontroll protokollt is hasznaltunk.] A CHA-ra adott valaszrdl a kiilonb6zé in vitro

kezelések utan elmondhatd, hogy 6nmagéban mind az FSCPX, mind az NBMPR
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statisztikailag szignifikans modon 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 elhanyagolhatdva tette az
NBMPR hatdsat a CHA-ra adott valaszra: a CHA E/c gorbék az FSCPX és az
FSCPX+NBMPR csoportokban gyakorlatilag egybeestek. Ezen patkany pitvaron nyert
eredmények megerdsitik  korabbi, tengerimalac  pitvaron kapott hasonlo
eredményeinket. Bar az FSCPX ¢és a nitrobenziltioinozinok 6nmagukban kifejtett
hatdsa a szintetikus A: receptor agonistakra adott valaszra jelentds kiilonbségeket
mutatott a patkdny és tengerimalac modellek kozott (nagysagukat, de nem iranyukat
tekintve), az egyértelmii, hogy az FSCPX elOkezelés mindkét faj pitvaraban

csOkkentette a nitrobenziltioinozinok hatasat.

A PSB-12379 ¢és az NBTI kolcsonhatasat tengerimalac bal pitvaron vizsgéltuk.
A csoportok elsd adenozin E/c gorbéit tekintve (az in vitro kezelések elott) az
adenozin koncentraciétdl fiiggéen csokkentette a tengerimalac bal pitvar nyugalmi
kontraktilis erejét. Az adenozinra adott valasz egyik koncentracional sem kiilonbozott
szignifikansan a csoportok kozdott, ami bizonyitja a csoportok homogenitasat az
adenozinerg mechanizmusok tekintetében. Hasonloképpen, amikor 6sszehasonlitottuk
a Kontroll+NBTI+PSB (Ado-hoz) ¢és a Kontroll+PSB+NBTI (Ado-hoz) csoportok
harmadik adenozin E/c gorbéit, az adenozinra adott vélaszok nem kiilonboztek
szignifikansan egyik koncentracional sem. A korabbi kezelések (NBTI-vel vagy PSB-
12379-cel) tehat nem befolyasoltdk a PSB-12379-cel és NBTI-vel végzett végsod
egylittes kezelés eredményét. El0zetes ismeretek hianyaban nem volt egyértelmi, hogy
egy korabbi NBTI vagy PSB-12379 kezelés befolyasolhatja-e a kés6bbi 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 elvégeztilk. Ennek
megfeleléen ezeket a csoportokat Kontroll+NBTI+PSB (Ado-hoz), illetve
Kontroll+PSB+NBTI (Ado-hoz) csoportoknak neveztik el. A CPA (szelektiv,
szintetikus teljes A1 receptor agonista) szintén koncentraciofiiggd modon csokkentette
a tengerimalac bal pitvar nyugalmi kontrakcios erejét. Az NBTI hatdsa hasonl6 volt az
NBMPR patkdny pitvarban kifejtett hatasdhoz ¢€s gyakorlatilag megegyezett a
tengerimalac pitvarban az NBTI-vel korabban kapott eredményeinkkel. A PSB-12379
(a CD73 szelektiv gatloja, amelynek nincs lathatd hatdsa az Ai-receptorra) 6nmagaban
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hozzaadva nem befolyasolta jelentésen a CPA hatasat, ellentétben az FSCPX-szel. A
PSB-12379 azonban az FSCPX-hez hasonlban jelentésen gatolta az NBTI hatasat a
CPA-ra adott valaszra. Az egyetlen kiilonbség a PSB-12379 ¢és az FSCPX "anti-NBTI"
hatasa kozott az, hogy elébbi gyengébb volt, mint utobbi. A CPA-val kapott
eredményekhez hasonloan, a PSB-12379 6nmagaban adva nem befolyasolta jelentdsen
az adenozin hatasat. Fontos, hogy a CPA-val kapott eredményekkel 6sszhangban a
PSB-12379 szignifikansan gatolta az NBTI hat4dsat az adenozinra adott valaszra,
pontosabban gatolta az NBTI ugynevezett altalanos (E/c goérbét modositd) hatdsat.
Ennek megfeleléen a PSB-12379 az NBTI-vel egyiitt adva mérsékelten, de
szignifikdnsan novelte az adenozinra adott valaszt a csak NBTI jelenlétében felvett
adenozin E/c gorbéhez képest. Szintén dsszhangban a CPA-val kapott eredményekkel,
a PSB-12379 ezen hatisa gyengébb volt, mint az FSCPX-¢é. Osszefoglalva, ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy a PSB-12379, amely az interstitialis adenozin
képzddést korlatozta annak utolsé 1épésének blokkoldsaval, ugyanugy transzformalta
az NBTI jelenlétében felvett CPA és adenozin E/c goérbéket, mint az FSCPX-
elékezelés, természetesen az A1 receptor gatlas kovetkezményeit nem szamitva. Ez a
megallapitas kozvetett bizonyitékot szolgaltatott az FSCPX gatld hatasara a sziv
interstitialis adenozin termelésére (legaldbbis a patkdny és tengerimalac bal pitvarban).
Kisérleti koriilményeinkbdl kiindulva az FSCPX e tovabbi hatdsa szintén

irreverzibilisnek tiinik

A kilonb6zé adagolasi modok befolyasat az FSCPX-elokezelés hatasara
patkdny és tengerimalac bal pitvaron vizsgaltuk. Az adenozin koncentracio-fiiggden
csOkkentette a bal pitvarok nyugalmi kontrakcids erejét, mely csokkenés nagyobb volt
a tengerimalacok, mint a patkanyok esetében. Az adenozin hatdsa semmilyen
koncentracional nem kiillonbozott szignifikansan az azonos fajhoz tartozd csoportok
kozott. Mivel a kiilonbozd csoportok a kisérletek ezen szakaszaig ugyanolyan
elé¢letiiek voltak, ez az adenozinerg mechanizmusok homogenitasat jelzi a csoportok
kozott azonos fajon beliil. Emellett a (Hartley tipusu) tengerimalac pitvar adenozinnal
szembeni nagyobb érzékenységét tapasztalhattuk (a direkt negativ inotropia
szempontjabol) a (Wistar tipust) patkdny pitvarhoz képest. A varakozasnak
megfeleldoen a CPA koncentracio-fiiggden csokkentette a pitvarok nyugalmi
kontrakcios erejét. A tengerimalac bal pitvarok CPA-ra adott véalasza latvanyosan

nagyobb volt, mint a patkdnyoké. Az FSCPX el6kezelés a CPA E/c gorbék jelentds
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jobbra tolddasat eredményezte a maximalis hatas csokkenése nélkiil (a DMSO-val
elékezelt kontroll CPA E/c gorbékkel 6sszehasonlitva), mindkét fajban. Az FSCPX
antagonista hatasdnak nagysaga azonban szignifikansan fiiggott az FSCPX szervkadba
valo beadédsainak szdmatol. Amikor az FSCPX-et csak egyszer adtuk a szervkad
oldatahoz, az eredményezte a legkisebb antagonista hatdst mindkét faj esetében
(6sszehasonlitva az FSCPX egynél tobbszori beadasaval). Ami a patkany pitvarokat
illeti, az FSCPX beadasok szamanak kett0rol 6tre novelése mar nem fokozta az
FSCPX antagonista hatdsat. Ezzel szemben a tengerimalac pitvarokban az FSCPX
Otszori beaddsa (természetesen meg nem haladva a 10 uM beadaskori koncentraciét a
szervkadban) erdsebb antagonista hatast tett lehetévé, mint a kétszeri. Fontos
ugyanakkor, hogy még az FSCPX 0tszori beadasa sem tudta csdkkenteni a CPA
maximalis hatdsat egyik fajban sem. Mind a patkdny, mind a tengerimalac pitvarok
esetében a CPA E/c gorbe adatok individualis illesztése a Hill egyenlettel hasonld Emax
¢és Hill-koefficiens (n) értékeket eredményezett, mig a logECso értékek lényegesen
kiilonboztek. Mivel az FSCPX az A1 receptor igazoltan irreverzibilis antagonistaja, ez
az eredmény mindkét faj pitvari szivizmaban nagy A1 receptor rezervet jelez a CPA
direkt negativ inotrop hatdsara nézve. Ebbdl kiindulva globalis illesztést is
alkalmaztunk (megosztott Emax €és n paraméterekkel), hogy jobban szemléltessiik a
kiilonb6oz6 FSCPX adagolasi sémak hatdsat. A patkdny pitvarokban az FSCPX hatasat
csak az FSCPX beadasok szdmdnak kettdig torténd novelésével lehetett fokozni,
valosziniileg az FSCPX maximalis hatdsanak elérése miatt. Tengerimalac pitvaron
viszont minél t6bb FSCPX beadés (ciklus) volt egy csoport kezelési protokolljaban,
annal nagyobb volt az adott csoport logECso értéke. Ez Osszhangban vannak a

kiilonboz6 csoportok CPA E/c gorbéinek elhelyezkedésével.

3.2. A CBD-vel kapcsolatos eredmények

A CPA-ra és az adenozinra adott valasz tekintetében mind a CPA, mind az
adenozin koncentracid-fliggéen csokkentette a pitvari kontrakcids erét minden
csoportban. Mig a CPA (viszonylag stabil, rosszul transzportdl6do, szintetikus Ai
receptor agonista) a CBD-vel kezelt obese ZDF csoportban valtotta ki a leggyengébb
valaszt, addig az adenozin (gyorsan metabolizalddd és transzportdlodo, fiziologids

adenozin receptor agonista) éppen ebben a csoportban hozta 1étre a legerésebb hatést.
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A Lean ZDF csoportban a pitvarok CPA-ra és adenozinra adott valasza nem sokban

kiilonbozott az Obese ZDF csoportban megfigyelhetd valaszoktol.

A CBD altal termelt interstitialis adenozin tobblettel kapcsolatos vizsgalatok
soran 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
(réviden: az intakt CPA E/c gorbe) képest RRM-mel hatdroztuk meg. Az individualis
¢s globalis illesztés, valamint a hagyomanyos €s robusztus regresszid kombindcidi
négy cx értéket (ugyanakkora hatds létrehozdsara képes CPA koncentraciot)
szolgéltattak a CBD 4ltal okozott tobblet interstitialis adenozin kvantifikalasara.
Viérakozasainknak megfeleléen a négy cx érték kozel all egymashoz, bar a globalis
plusz hagyomdanyos illesztés eredménye lefelé kilog. A harom egymashoz
legkozelebbi cx értek koziil az individualis plusz hagyomdnyos illesztéssel kapott
értéket valasztottuk ki tovabbi felhasznéldsra (a leginkabb azért, mert a kordbbi
vizsgalataink soran a legtobb esetben ezt az illesztést alkalmaztuk). A globdlis illesztés
az intakt CPA E/c gorbékre is adott cx értéket. Ezek belsé kontrollként szolgaltak,
mivel esetiikben (a CBD hidnya miatt) nulla értéket vartunk.

A CPA ¢és az adenozin E/c gorbék korrigalt hatasait CBD-kezelt patkany
pitvaron vizsgaltuk. A korrigalt CBD-kezelt CPA E/c gorbe koriilbeliil 25% hatasrol
indult, ami jelentds interstitialis adenozin tobbletet jelez CBD jelenlétében, amit az
ENT1 gatlasanak tulajdonithatunk. Az in vivo bevitt CBD azon része, ami az ex Vivo
pitvarokban maradt, tehat ,,negyed-hatékony” extra adenozin koncentraciot (ECazs)
produkalt az obese tipusu ZDF patkany pitvarok interstitiumédban. A korrigalt CBD-
kezelt adenozin E/c gorbe elsé hatas értéke ugyanakkor 25% felett volt. Ez
Osszefliggésbe hozhatd azzal, hogy a korrigalatlan elsé hatas érték eleve szokatlanul
nagy, korilbeliil 11% volt. Ahogy varhat6 volt, a korrigalt CBD-kezelt CPA E/c gorbe
utols6 szakasza nem hordozott extra informaciot az intakt CPA E/c gorbe utolsod
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. A kozel azonos maximum (mint vart
eredmény) a felhasznalt adatok megbizhatosagara utal, tehat a korrigalt CBD-kezelt
CPA E/c gorbe utols6 szakasza belsd kontrollként hasznalhatd. Ezzel szemben a
korrigalt CBD-kezelt adenozin E/c gorbe jelentésen meghaladta az intakt adenozin E/c

gorbét minden koncentracional, beleértve a legmagasabbakat is. A CBD-kezelt
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adenozin E/c gorbe tényleges maximuma tehat nagyobb volt, mint az intakt adenozin
E/c gorbee, ami azt mutatja, hogy a CBD-kezelés novelte a pitvarok adenozinra adott
maximalis valaszat. Mivel a szivizom A1 adenozin receptorainak mikrokornyezetében
az interstitialis adenozin koncentracio pontos értékei ismeretlenek szamunkra, a

g ey

fiiggvényében tudtuk dbrazolni (ami konnyen kiszamolhato).
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4. Megbeszélés

4.1. Az FSCPX-re vonatkozo kovetkeztetéseink

A jelen disszertaciot megalapozo vizsgalataink FSCPX-re vonatkozo
eredményei szamos indirekt bizonyitékot szolgaltattak azon hipotézisiink
megerdsitésére, miszerint az A receptor antagonizmus mellett az FSCPX-nek tovabbi
hatdsa is van, ami 4ltal a szivben képes csokkenteni az interstitialis adenozin szintet.
Emellett ugy tlnik, hogy az FSCPX a hatasat a sejtmembranban fejti ki: a beadott
mennyiség egy része beoldodik a membranokba, a vizes kompartmentben maradd
hanyad pedig gyorsan elbomlik. Mivel a CD39 (ekto-apirdz) és a CD73 (ekto-5’-
nukleotid4dz) enzimek ugyanugy membranhoz kotottek, mint az A receptor, az FSCPX
altalunk feltételezett hatdsa szempontjabol tovabbra is a CD39 és/vagy a CD73 tlinnek
a legvalosziniibb célpontoknak. Mellékleletként megallapitottuk, hogy az E-NTPD4z1-
3 enzimek inhibitoraként szdmon tartott POM-1 vegyiilet a CD39 (E-NTPD4azl)

mellett a CD73 enzimet is hatékonyan gatolta.

Ex vivo eredményeink nagyrészt E/c gdrbék transzformacidinak elemzésén
alapulnak, melyekbdl kovetkeztetéseket vonunk le a mdogottes mechanizmusokra
vonatkozoan. 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, 6sszhangban az FSCPX irreverzibilis A receptor antagonista természetével. Az
NBTI (mint nitrobenziltioinozin-szdrmazék) a CPA E/c gorbét jobbra tolta és
csOkkentette a maximalis hatast. Mivel a nitrobenziltioinozinok nem antagonizaljak az
A receptort, ezért ez a jelenség olyan hatéast jelez, ami valamilyen méas moédon
csokkenti az A1 receptor medialta inotrép valaszt. Ezt a hatdst nevezhetjilk az NBTI
altalanos E/c gorbe moddositd hatdsanak, amit az interstitialisan felhalmozodott
endogén adenozinnak tulajdonithatunk, ami pedig a sejt belseje felé torténd adenozin
transzport NBTI 4altali gatlasdnak koszonhet6. Az NBTI hatdsa az adenozin E/c
gorbére Osszetettebb: az altaldnos E/c gorbe mddositod hatas mellett egy specifikus E/c
gorbe modositod hatds is a része. Ez utdbbi fokozza az A receptor valaszt az exogén
adenozin szint novelésével, melyet az adenozin transzport gatlasa okoz, ami megvédi

az exogén adenozint az intracellularis eliminaciotol.
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Ha az FSCPX ¢és az NBTI kiilon-kiilon vett hatdsai egyszeriien 6sszeadddnanak,
az eredd hatast tiikr6z0 E/c gorbek jobbra tolddnanak az NBTI-kezelt E/c gorbékhez
képest, de nem ezt tapasztaltuk. Ehelyett az FSCPX+NBTI E/c gorbék balra tolodtak
el az NBTI-kezelt gorbéktdl, s6t a maximalis hatast tekintve még feliil is multak
azokat (az alkalmazott agonistatdl fliggetleniil). Ez a jelenség interakcidra utal az
FSCPX és az NBTI hatasai kozott. Eddigi ex vivo €s in silico eredményeink alapjan
ugy gondoljuk, hogy ez az interakcido az FSCPX egy korabban nem ismert hatasanak
tulajdonithat6, melynek Ilényege, hogy csokkenti az NBTI altalanos E/c gorbe
modositd hatdsat. Jelen vizsgdlatunk célja tisztdzni az FSCPX ezen hatidsanak

mechanizmusat.

Ex vivo vizsgalataink lényege a kapcsolat keresése az E/c gorbék alakja és a
molekularis hattér kozott: értelmezni az E/c gorbék transzformécidit az altalunk
hasznalt  vegyliletek  ismert hatdsmechanizmusai  alapjan és  forditva,
hatdsmechanizmusokra kovetkeztetni a megfigyelt E/c transzformaciokbol. Ennek
soran a szerzett ismeretekbOl 1€pésrdl 1épésre épitettiik fel (és idonként at)

hipotézisiinket.

Korabbi (izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvarokon felvett) E/c gorbékkel
foglalkoz6 munkdink sordn azt lattuk, hogy NBTI jelenlétében az FSCPX paradox
modon novelte az adenozin és a CPA E/c gorbék maximalis hatds értékét. Ezen
paradox jelenség hatterében azt feltételeztiik, hogy az FSCPX csokkentheti egy vagy
tobb, az interstitialis adenozin képzOédésében szerepet jatszd enzim aktivitasat. A két
legvalosziniibb jelolt a CD39 és a CD73, mivel a szivben ez a két legfontosabb
ektonukleotid4dz. Jelen vizsgélatunk konkrét célja e feltételezéslink igazolasa vagy
elvetése volt, lehetdleg az FSCPX CD39 ¢s CD73 enzimaktivitasra kifejtett hatasara

vonatkozo kozvetlen bizonyiték révén.

Ilyen kozvetlen bizonyiték lett volna a CD39 és/vagy a CD73 FSCPX Aaltali
gatldsa (vagy annak hianya) egy megbizhatd 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 gatlo hatast az FSCPX részérdl. Felmeriilt, hogy ennek oka nem a gatlas
hidnya, hanem az volt, hogy az FSCPX vizes kozegben gyorsan (2-3 perc alatt)
elbomlik. A kitekben egyébként a CPX (szelektiv, reverzibilis az A; receptor

antagonista, ami kiindulasi molekulaként szolgdl az FSCPX szintézis€hez) sem
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bizonyult enzim inhibitornak, melyet a CPX vizbeli stabilitdsa miatt megbizhato
eredménynek tartunk. Levonhato tehat az a kovetkeztetés, hogy az FSCPX molekula

CPX részének 6nmagaban nem tulajdonithat6 ektonukleotiddz gatlo hatas.

Hogy feloldjuk az ellentmondast az FSCPX ex vivo hatdsossdga €s az in vitro
hatastalansdga kozott, kidolgoztuk azt a hipotézist, hogy beadds utan az FSCPX
gyorsan belép a szovetek lipid kompartmentjébe (pl. a sejtmembranokba), mialatt a
vizes kompartmentben maradé FSCPX gyorsan elbomlik. [ly médon az FSCPX hathat
azokon struktirdkon, melyek a lipid kompartmentben vagy azok felszinén
helyezkednek el, mint példdul a membrankotott fehérjék. Ismert, hogy az A receptor,
a CD39 ¢és a CD73 is mind membrankstott fehérjék. Amennyiben hipotézisiink
helytéalld, az FSCPX nem vizsgalhato vizbazisu kitekkel.

Vizsgélataink ezen pontjan visszatértiink az ex vivo megkozelitéshez: célunk az
eredeti jelenség (az FSCPX paradoxon) megerdsitése volt. Ebbdl kiindulva
megismételtiik az eredeti kisérlet legmegbizhatobb részét (ahol szintetikus A receptor
agonistat hasznaltunk) néhany mddositassal: CPA helyett még stabilabb CHA-t, NBTI
helyett a szélesebb korben hasznalt NBMPR-t, tengerimalac helyett pedig az
ugyancsak gyakrabban hasznalt patkdnyt vettiikk eld. A valtoztatdsok azt a célt
szolgaltak, hogy kisziirjiik a korabban hasznalt vegytiletek és allatmodell elére nem

lathato, véletlenszerti hatasat az eredményekre.

Az 1j kisérleteket elvégezve megallapitottuk, hogy az FSCPX paradoxon
patkany allatmodellen vizsgéalva is megmutatkozott. A két nitrobenziltioinozin-kezelt
E/c gorbét valddi kontroll gorbéikkel hasonlitottuk Ossze: a kizarolag NBMPR- és
kizarolag NBTI-kezelt E/c gorbéket a nativ E/c gorbékkel, mig az FSCPX+NBMPR-
¢s FSCPX+NBTI-kezelt E/c gorbéket a kizarolag FSCPX-kezelt E/c gorbékkel. Ez az
Osszehasonlitas megmutatta, hogy az FSCPX el6kezelés drasztikusan csokkentette az
adott nitrobenziltioinozin-szarmazék hatasat az adott stabil A; receptor agonista E/c
gorbéjére. Mivel az NBMPR ¢és az NBTI hatdsa a stabil A receptor agonistak E/c

gorbéjére kizardlag az altalanos E/c gorbe modositd hatds, melyet az endogén

e

crer

eredmények megerdsitették az FSCPX paradoxonnal kapcsolatos kordbbi

eredményeinket.
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Kovetkezd célunk annak kideritése volt, hogy van-e kdlcsonhatds egy
nitrobenziltioinozin-szarmazék €s egy olyan szer kozott, ami bizonyitottan csokkenti
az interstitialis adenozin termelddést, de nem antagonizélja az A receptort. Ezuttal a
teljes eredeti kisérletiinket megismételtilk ugy, hogy FSCPX helyett PSB-12379-et
hasznaltunk. Azt tapasztaltuk, hogy a PSB-12379 ugyanolyan modon transzformalta a
CPA és az adenozin E/c gorbéket, mint ahogy az FSCPX eldkezelés tette, eltekintve az
E/c gorbék jobbra tolodasatol, melyet az FSCPX A; receptor antagonista hatdsa
okozott, és ami PSB-12379 jelenlétében elmaradt. Az NBTI 4altaldnos E/c gorbe
modositd hatisa (kisebb Emax és nagyobb ECso) tehat gyengébb volt, amikor PSB-
12379 is jelen volt a rendszerben. Erdekes modon a 10 pM FSCPX elSkezelésnek
er6sebb hatdsa volt az NBTI-kezelt E/c gorbékre, mint a 3 pM PSB-12379
jelenlétének, habar mar 1 uM PSB-12379 is maximalis CD73 gatlo hatést fejtett ki in
vitro vizsgalatunk soran. Elképzelhetd, hogy az erdsen lipidoldékony FSCPX
hatékonyabban képes gatolni a membrankstott CD73 enzimet, mint a vizoldékony
PSB-12379. Osszefoglalva, az interstitialis adenozin termelés gatlisa képes utinozni

az FSCPX A\ receptor antagonizmuson kiviili hatasat.

Végiil arra torekedtiink, hogy ala tudjuk tamasztani az FSCPX kinetikai
vonatkozdsaival kapcsolatos feltevésiinket. Megvizsgaltuk tehat az FSCPX beadésai
szdmanak hatdsat az FSCPX A, receptor antagonista hatasara izolalt, ingerelt patkany
¢és tengerimalac bal pitvaron. Eredményeink szerint az FSCPX hatdsa fokozhato az
FSCPX beadasok szamanak novelésével. Patkany pitvaron az FSCPX hatasa 2 beadéas
utdn mar nem valtozott, tengerimalac pitvaron viszont végig (5 beadasig) nétt. Ez
alatdmasztja feltételezésiinket a sejtmembran elsddleges szerepérél az FSCPX
hatasanak kifejlédése szempontjabol, ami ezaltal feloldja az ellentmondést az FSCPX
ex vivo hatékonysaga ¢és in vitro hatastalansaga kozott (a CD39 és/vagy CD73 gatlod
hatést tekintve). Az FSCPX ezen kinetikai sajatsaga érthetdvé teszi azt is, hogy miért

is olyan nehéz ezen vegylilet hatasmechanizmusat tanulmanyozni.

Mindent Osszevetve, egyetlen kozvetlen bizonyiték helyett hirom kozvetett
bizonyitékot szereztiink az FSCPX azon feltételezett hatdsdra vonatkozodan, hogy
csokkenti a nukleozid transzport gatlok interstitialis adenozin felhalmozddast okozd
hatasat. Az FSCPX ezen hatasdnak mechanizmusat csak tovabbi vizsgalatokkal lehet
pontositani. Az eddigi eredményeink alapjdn mindazonaltal feltételezhetjiik, hogy az

FSCPX membrankotott célpontokat befolyasol, melynek eredményeként képes

26



csokkenteni az interstitialis adenozin termelddését a myocardiumban. Legjobb
tudomasunk szerint jelenleg a mi kisérleti megkozelitésiink az egyetlen olyan ex vivo

rendszer, ami lehetové tette az FSCPX paradoxon felismerését és vizsgalatat.

4.2. A CBD-re vonatkozo kovetkeztetéseink

A jelen értekezést megalapozd vizsgalataink CBD-re vonatkozo eredményei -
legjobb tudomésunk szerint - eldszor szolgdlnak funkciondlis bizonyitékkal a CBD
szivizomban kifejtett adenozin transzport gatld hatasardl, emellett el0szor zarjak ki az
adenozin receptor agonista sajatossagot a CBD szamottevd tulajdonsagai koziil. A
CBD tart6s, oralis adagolasa szignifikdnsan novelte obese tipusu ZDF patkdnyok
izolalt, ingerelt bal pitvarainak adenozinra adott vélaszat, ami arra utal, hogy CBD
alkalmazdsa mellett a szivben tartésan fokozott adenozinerg védelem van jelen a

metabolikus szindromara jellemzd koriilmények kozott is.

A CPA szignifikansan kisebb valaszt valtott ki a CBD-kezelt, obese tipusia ZDF
patkanyokbol izolalt pitvarokban, mint a vivdanyaggal kezelt obese tipusu ZDF
patkanyok pitvaraiban. Ezzel szemben az adenozin szignifikdnsan nagyobb véalaszt
valtott ki a CBD-kezelt pitvarokban, mint a vivéanyaggal kezeltekben, igaz, ez csak
alacsony ¢és kozepes koncentracioknal volt megfigyelhetd. Munkacsoportunk korabbi
tapasztalatai szerint ez a mintazat jellemz6 arra az allapotra, amikor a szivizom
adenozin transzportja gatolva van. Ennek oka, hogy megfeleld oxigénellatas esetén a
szivizom adenozin transzportja a sejtekbe irdnyul, igy gatlasa ndveli az endogén
adenozin interstitialis szintjét. Ez a tobblet interstitialis adenozin elhasznalja az
adenozin receptorok valaszadasi kapacitdsanak egy részét még azel6tt, hogy E/c gorbét
vennénk fel a rendszerben. Ennélfogva egy rosszul transzportal6dé adenozin receptor
agonista (pl. CPA) nem tud akkora hatast kivaltani ebben a rendszerben, mint
amekkordt egy intakt rendszerben kivalthatna. Egy gyorsan metabolizdlodo és
transzportalodd adenozin receptor agonista (pl. adenozin) esetében viszont két
ellentétes hatas érvényesiil: a fent emlitett torzitd hatas, ami csokkenti a valaszt, és egy
masik hatas, ami fokozza a valaszt. Ennek mechanizmusa az, hogy a transzport gatladsa
megvédi ezt a metabolizadlhatdo ¢és szallithatdé exogén agonistat az intracelluléris
eliminéciotol.

E két ellentétes hatds ereddjeként a kis és kozepes agonista koncentracidkra
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fokozott valaszok, a nagy agonista koncentraciokra csokkent vagy valtozatlan valaszok
alakulnak ki. Ezt figyeltikk meg korabbi, tengerimalac €s patkany pitvarokon végzett
vizsgalataink soran, valamint a jelen disszertaciot megalapozo elsé vizsgélatunk soran
is a CBD-vel kezelt pitvarok esetén: gyengébb valaszt kaptunk minden CPA-
koncentraciora, mig a kis és kozepes adenozin koncentracidkra erdsebb, a nagy
adenozin koncentraciokra pedig valtozatlan valaszokat (a vivOanyaggal kezelt

pitvarokhoz képest).

Kutatasok szerint a CBD hatékonyan gatolja az ENTI-et. Ez a hatds erds,
koncentréacio-fiiggd és mar viszonylag kis CBD koncentraciondl (100 nM) kialakul.
Eddig neuronokban, makrofdgokban, valamint retina és agyi mikroglia sejtekben
mutattak ki, de a szivben korabban még nem. Jelen kutatdsunk az elsd, amely
funkciondlis bizonyitékot szolgaltat a CBD adenozin transzport gatlo hatasardl a

szivizomban.

A CBD ENT1 gatlo hatasdnak kellden latvanyos €s meggy6z6 kimutatdsdhoz
némi transzforméciodt 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 virtudlis csokkenést okoz az ezen
agonistakra adott valaszban, ami - a koriilményektdl fiiggden - lehet latvanyos vagy
alig észrevehetd is). Kordbban kidolgoztunk egy modszert, amellyel ez az E/c gorbe
torzulas korrigalhatd. Ezzel olyan E/c gorbe hatas értékeket szdmolhatunk ki, amelyek

informaci6t adnak a torzulas okdnak nagysagarol, tovabba a valos valaszkészségrol.

A korrigalt CBD-kezelt CPA E/c gorbe kb. 25% hatasrol indult, ami azt jelzi,
hogy a CBD legkevesebb az adenozin ECys értékét halmozta fel a szivizom Ai
receptorainak mikrokdrnyezetében. A korrigalt CBD-kezelt adenozin E/c gorbe végsd
része pedig lényegesen erdsebb maximalis véalaszt mutat, mint kontroll megfeleldje.
Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy a hosszl tavu ordlis CBD kezelés folyamatos,
mérsékelten emelkedett adenozinerg aktivitast tart fenn a szivben, emellett fokozza az

adenozinra adott valaszt.

Meg kell jegyezni, hogy korrekcidés modszeriink minden valaszcsokkenést egy

extra, figyelembe nem vett agonista koncentracionak tulajdonit. Az adenozin tobblet

deszenzitizacidjdnak kérdésével is foglalkoznunk kell. Egy korabbi munkankban azt

28



talaltuk, hogy a szivizom A: receptor érzékenysége nem csokkent az ex Vvivo
kisérleteink 1ddablakdban. Ez 6sszhangban van masok azon eredményeivel, miszerint
az A1 receptor lassan deszenzitizalodik, még jelentés mennyiségii teljes agonista
jelenlétében is tobb hét sziikséges hozza. Ebbdl kiindulva kordbbi vizsgalatainkban,
melyek az adenozin transzport gatlasanak akut kdvetkezményeivel foglalkoztak, nem

feltételeztiik az A1 receptor (valds) valaszkeészségeének csokkenését.

A jelen vizsgalatainkban alkalmazott négyhetes CBD kezelés azonban elég
hosszi ahhoz, hogy mérlegelniink kelljen az A: receptor deszenzitizacidjanak
kovetkezményeit. Deszenzitizalt receptorokon a valasz csdkkenése részben a receptor
deszenzitizacidjabol fakad, igy a korrekcids modszer talbecsiili az agonista tobblet
koncentraciojat, ami a torzult E/c gorbe tulkorrekciojdhoz vezet. A hagyomanyosan
kiértékelt adenozin E/c gorbék kiértékelése alapjan viszont azt lattuk, hogy a hosszu
tavii CBD kezelés vitathatatlanul ndvelte az adenozinra adott valaszt 1 nM-t6l 10 uM-
ig, ami kardioprotektiv szempontbdl fontos koncentracid-tartomany. Ebbdl
kovetkezéen a hosszil tavi oralis CBD kezelés mindenképpen ndvelte a sziv
adenozinerg jelatvitelét, még akkor is, ha a szivizom A1 adenozin receptorai bizonyos

foki downreguléacion és/vagy deszenzitizdcion mentek keresztiil.

Az a megfigyelés, hogy a CBD jelenléte a szivben A1 receptor aktivacidhoz
vezetett, felvetette annak lehetdségét, hogy a CBD A1 receptor agonistaként mitkddhet.
Ha ez igy van, akkor a CBD kezelt patkdnyok szivizomzataba keriil6 CBD nem csak
adenozin tobbletet hoz létre, hanem maga is A1 receptor agonista tobbletet jelent.
Ennek alapjan a CBD-nek, mint A receptor agonista tobbletnek, csokkentenie kellett
volna mind a CPA-ra, mind az adenozinra adott valaszt. Jelen vizsgalatunkban
azonban az in vivo CBD kezelés csak a CPA-ra adott valaszt csokkentette, az
adenozinra adott valaszt novelte (a virtualisat is). Ebbdl kovetkezden a mi kisérleti
koriilményeink kozott a CBD inkabb adenozin transzport gatloként, mint adenozin
receptor agonistaként viselkedett. Ez az eredmény funkciondlis bizonyitékot jelent
annak a kérdésnek az eldontésében, hogy az adenozin transzport gatldo vagy az
adenozin receptor agonista tulajdonsdg uralja-e a CBD adenozinerg hatdsat a

szivizomban.

Meg kell jegyezni, hogy a jelen vizsgdlat eredményei azon a feltételezésen
alapulnak, hogy az in vivo beadott CBD elegendd mennyiségben volt jelen a
pitvarokban ahhoz, hogy az ex vivo kisérletek soran gatolni tudja az ENT1-et. Ezt a
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feltételezesiinket a CBD erdsen lipofil természete indokolja. A jelen értekezést
megalapozd el6z0 vizsgalatunkban az FSCPX (szintén er0sen lipofil anyag)
felhalmozodott és elegendd mennyiségben bent maradt az izolalt pitvarok lipid
kompartmentjében ahhoz, hogy képes legyen hosszu ideig hatést kifejteni. Ez alapjan
okkal feltételezhetjiik, hogy az in vivo bejuttatott CBD elég hosszl ideig képes a
pitvarokban perzisztalni ahhoz, hogy a transzmembran ENT1-re ex vivo gatlo hatast
gyakorolhasson.
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5. Osszefoglalas

Vizsgalataink els6 szakaszaban a munkacsoport kordbbi ex vivo vizsgalatai
soran észlelt FSCPX paradoxont vizsgaltuk, mely szerint a szelektiv A1 receptor
antagonista FSCPX - gatolt nukleozid transzport mellett - novelte az A1 receptor
agonistak E/c gorbéin abrazoloddé maximalis direkt negativ inotrép hatést izolalt,
ingerelt tengerimalac bal pitvaron. In silico eredmények alapjan feltételeztiik, hogy az
FSCPX csokkenti az endogén adenozin nukleozid transzport géatlas okozta interstitialis
felhalmozdodasat, melynek hatterében az interstitialis adenozin eldallitasaért leginkabb
felelds két enzim, a CD39 és/vagy a CD73 géatlasa allhat. Hipotézisiink igazoldsara
harom indirekt bizonyitékot taldltunk: (i) igazoltuk az FSCPX paradoxon
reprodukalhatésagat masik allatmodellen, masik Ai: receptor agonistaval és masik
nukleozid transzport gatloval; (ii) igazoltuk az FSCPX paradoxon utanozhatdsagat
olyan CD73 inhibitorral, ami nem A: receptor antagonista; (iii) igazoltuk az FSCPX
erds lipofiliajat, ami egyrészt oka lehetett a vizes alapu CD39 és CD73 inhibitor esszék
sikertelenségének, masrészt megmagyarazza az FSCPX ex vivo hatékonysagat oly
modon, hogy a gatlo (antagonista illetve inhibitor) hatdsokért a membranokba oldddott
FSCPX-et felel0sségét veti fel. Ez a harom indirekt bizonyiték egyiitt elég meggy6z6
ahhoz, hogy tovabbra is feltételezziik, hogy az FSCPX géatolja az interstitialis adenozin

termelést.

Vizsgalataink mésodik szakaszaban a hossza tavi, oralis CBD kezelés hatasat
tanulményoztuk obese tipusi ZDF patkdnyok izolalt, ingerelt bal pitvarainak
adenozinerg rendszerére. A CBD csokkentette egy stabil, rosszul transzportal6édo Ai
receptor agonista direkt negativ inotrép hatdsat, ugyanakkor novelte a gyorsan
metabolizalodd és transzportaldédod adenozin direkt negativ inotrép hatdsat. Legjobb
tudomdsunk szerint ez az eredmény az elsd bizonyiték a CBD adenozin transzport
g4tlo hatdséara a szivizomban, ami arra utal, hogy hosszl tavi, oralis CBD kezeléssel a
szivet tartosan fokozott adenozinerg védelemben lehet tartani a 2-es tipust diabetes
mellitusra jellemzé koriilmények kozott is. Eredményeink azt is alatamasztjak, hogy a
CBD adenozinerg aktivaciot kivalto, illetve fokozo hatdsaért dontéen (vagy kizéarolag)
a nukleozid transzport gatlo tulajdonsaga a felelds, és valdszintitlen, hogy a CBD

érdemleges mértékli kozvetlen A1 receptor izgatd sajatossaggal rendelkezne.
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