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1. Bevezetés és célkizes

A legalacsonyabb jovedelirorszagokban 8k szamara napjainkban is az alagvet
szikségletekben mutatkozo hiany és @mérbetegsegek jelentik a légib kihivast a
varhato élettartam szempontjabol. Ezzel szemberamalsé kozepes jovedelemmel
rendelked orszagokban is az élre keriilnek a kardiovaszlaitegségek mint
legjelentsebb halaloki csoport, és ezt a vézetlyet megtartjak a falkdzepes és a
magas jovedelihorszagokban is. Ezzel 6sszhangban Magyarorsz8gosziv- €s
errendszeri betegségek jelentik a legnagyobb wisaélarhato élettartam és az
életmirbség szempontjabdél, megele a legkomolyabb rivalisnak szamitd rosszindulatu
daganatos betegségeket (1. abra). A keringésizentistegségei tobbségikben a
nagyverkaori artériak atherosclerosisara vezétievissza, ami altalaban érinti a szivet
ellato koszorusereket is. Ennek kbvetkeztébendmemias szivbetegség az egyik vézet

halalok a jobb életszinvonalorbklszamara (1. abra).

Erdekes fejlemény ugyanakkor, hogy a legfejlettetszagokban a
kardiovaszkularis betegségek (és ezeken belichaemias szivbetegseg) aranya
csokkenni kezdett a tébbi halalokokhoz képestlfiayamelyet a széleskfelvilagosito
kampanyoknak és ezzel 6sszefiiggésben a tért regigzségtudatosabb életvitelnek
tulajdonithatunk. (Magyarorszag sajnos ezen a térgan maradva a tébbi magas
jovedelmi orszaghoz képest.) A magas életszinvonal tehafelent sziikségsziéen nagy
kardiovaszkularis kockazatot, megféléletvitellel sokat lehet tenni a sziv és az erek
egeszségeéert.

Az ischaemias szivbetegség visszaszoritdsanasnp@rt modja az atherosclerosis
megebzése egészségesebb taplalkozassal és (a mozgayselegét &k szamara) tébb
aerob (a dolgoztatott izmok vérellatasat nem kord} mozgassal. Uj lehigégnek szamit
ugyanakkor a sziv ischaemiaval szembeni endogéekediképességének fokozasa, amely
kilénosen a mar kialakult koronaria-szklerézisbzensedk szamara fontos. A sziv
ischaemiaval szembeni endogén védekezésében dlaaesepet tolt be az adenozin,
amely protektiv és reparativ folyamatokat inicidischaemianak kitett myocardiumban.

Ezek farmakoldgiai befolyasolhatosaga vilagszekatatas élvonalaban van.
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1. &bra. A fébb halédlokok aranya 2008-ban a vildg orszagainetisZhvonal szerint bontott 4
csoportjadban. Magyarorszag a magas jovedddategoriaban van. A piros szin jelzi a
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A myocardium nyugalmi adenozin-szintje nem befodyjaslényegesen a sziv
mukddését. Patologids koralmények kdzott (pl. ischiaban) azonban az interstitialis
adenozin koncentracio kédn megemelkedik ahhoz, hogy ingerelje az adenozin
receptorokat. A sziv adenozinerg mechanizmusai ddlezb jelentsédiek a karosodasok
megebzésében illetve az elszenvedett sérulések helyathldban (Headrick és mtsai,
2003, 2011; Headrick és Lasley, 2009).

Régil ismert a pajzsmirigy 3,3',5-triiodo-L-tironin §fés L-tiroxin (T)
hormonjainak hatasa a keringési rendszerre (DillmaA02; Danzi és Klein, 2012) és azon
belll is a sziv adenozinerg rendszerére (Szentsiikmtsai, 1992; Kaasik és mtsai,
1994; El-Ani és mtsai, 1994; Gesztelyi és mtsai320 2003b). Ennek ellenére relative
kevés és egymasnak ellentmondo adat all rendelieeaédnyocardiumdf adenozin receptor
tipusanak, az Aadenozin receptornak a valtozasarol hyperthyredidimények kdzoétt.

Igaz ez az Aadenozin receptor (Xeceptor) ortoszterikus kilielyének esetleges

valtozasara is.

Az A; receptor sokféle szovettipuson expresszalodikrdéseszervezetben
(Fredholm és mtsai, 2001, 2011; Fredholm, 2010kdfmoly kihivast jelent az Areceptor
agonista tulajdonsagu gyégyszerjeloltek fejleszszsgnpontjabdl, mivel a beadott
molekula minden Areceptor hordoz6 szdveten hatni fog, nem csaképites célponton. A
probléma megoldasaban segitséget jelenthet, hkigjlédé hatas nem egyforma
intenzitasu a kulonbézszoveteken. A hatas fligg ugyanis a receptorsza&mstalreceptor
altal befolyasolt jelatviteli utaktél, amelyek dfibhan eltéfek a kilonbdé szdveteken. Az
A, receptor agonista gydgyszerjeldltek mellékhatédia szempontjabol tehat nagy
jelensége van annak, hogy az egyes sz6veteken a régrkzé adenozinerg hatasok
milyen intenziven valthatok ki, vagyis mekkora aw A; receptor rezervjiuk (Dhalla és
mtsai, 2003; Kenakin, 2009). Tudomasunk szerirA ageceptor rezervet a pitvari negativ
inotrop hatasra még nem hataroztak meg, noha arpiwntraktilitds gyengulése
hatranyosan érinti a kamrai ddest, és ami ennél is fontosabb, pitvari thrombus

kialakulasara hajlamosit.
A fentiek alapjan a jelen értekezést megalapozsgdtatainknak kéwtfcélja volt:

1. Fel kivantuk deriteni, hogy a tiroxin-kezelés mdtpziatja-e a pitvari Areceptor
ortoszterikus kdthelyének affinitasat. E célbdl megbecsultik a s&elekompetitiv A

receptor antagonista CPX (8-cyclopentyl-1, 3-digteanthine) affinitasat az A



receptorhoz. Az etscél megvaldsitdsahoz sziikséges kisérleteket hlimkiban a

disszertacié etsvizsgalati modelljének nevezzik.

2. Meg kivantuk hatarozni, mekkora az #eceptor rezerv a pitvari direkt negativ
inotrop hatasra nézve. Mivel a receptor rezerv kéindrtéke fligg az agonistatol is (Dhalla
és mtsai, 2003), a vizsgalathoz tébbféle ligandstzhaltunk: harom stabil szintetikus
agonistat, tovabba a bomlékony fiziologias agotisiaadenozint. A masodik cél
megvalositasa érdekében végzett kisérleteket athkban a disszertacié masodik

vizsgélati modelljének nevezzik.

Kisérleti rendszerként izolalt, ingerelt tengeriatabal pitvart hasznaltunk. Ez
lehetvé tette, hogy az Areceptor affinitasat és rezervjét zavaro &ililatasoktol mentesen
vizsgéljuk. A faj kivalasztasakor abbol indultunk tkogy a laboratériumi &llatok kozul a

tengerimalac Areceptora all a legkdzelebb az emberéhez (Fredésimtsai, 2001).



2. Irodalmi attekintés

2.1. Az adenozin és az adenozin receptorok

Az adenozin egy kovalensen kapcsol6d6 adeninbidbézbdl 4llé nukleozid,
amely az & szervezetben folyamatosan teréakk és eliminalodik. Az adenozin a
nukleinsav anyagcsere kiemelt jelésédi molekulaja, mivel metabolit szerepén tul az
adenozin receptorok csaladjanak endogén agoni&iaja tobbi nukleozidhoz (guanozin,
uridin, timidin, citidin) képest kitlntetett szerapnak kdszénhét hogy az adenozin a
szervezet energiaforgalmaban kézponti szerepeltb&®P (adenozin-5'-trifoszfat)
prekurzora és egyben bomlasterméke, igy a tébbeomkinal érzékenyebb jéle a
szervezet energetikai statuszanak. A szoveti adekoncentraciojanak megnovekedése a

sejtek kimerulésére utal.

A sejteken belll az adenozitldg AMP-l keletkezik, nagyrészt az endo-5'-
nukleotidaz, kisebb részben alkalikus foszfatazsén. Az S-adenozil-homocisztein-
hidrolaz (SAH-hidrolaz) is hasit le adenozint S+amgl-homociszteinbl (SAH), ami
intracellularis adenozin-raktarkéntikodik. Az extracellularis térben az adenozin a
sejtektdl kijutott ATP, ADP, AMP és cAMP enzimatikus bom#agvén keletkezik,
melynek sebesség-meghatarozo lépése az AMP - adeitalakulas. Ezt a reakciot ekto-
nukleotidazok, elssorban az ekto-5’-nukleotidaz és az ekto-apiraalizatjak
(Sommerschild és Kirkebgen, 2000, 2002; Fredholmt&si, 2001, 2011).

Megfeleb energia-ellatottsag mellett a sejtek adenozial@dnak zome az
adenozin-kindz révén AMP-vé alakul (majd ATP leslSle), kisebb része az intracellularis
adenozin-dezaminaz altal dezaminalddik. Az inteadis folyadékbol az adenozin harom
mechanizmus révén tavozhat: elbontja az extraéeltubdenozin-dezaminaz, belép a
vérbe, vagy felveszik az adott szbvet sejtjei (Semschild és Kirkebgen, 2000, 2002;
Fredholm és mtsai, 2001). Az adenozin aktiv észpassanszporttal is atléphet a sejtek
membranjan: ébbit koncentrativ (CNT), utobbit ekvilibrativ (ENRukleozid
transzporterek végzik. A szivbenderban ENT talalhatd, azon belll is ENT1, melynek
szelektiv gatloja az NBTI (nitrobenzylthioinosin€onant és Jarvis, 1991, 1994).

Kovetkezésképpen a cardiomyocytak nukleozid tramgh donben az extra- és



intracellularis adenozin koncentracié kilénbségatmaza meg (Deussen és mtsai, 1999;
Deussen, 2000a, 2000b).

Mivel az adenozin ubikviter expresszioju és jebsraktivitasu enzimek,
transzporterek szubsztratja, az adenozin féléjetigen révid (0.6 — 10 s) az etsl
szovetekben (Wilbur és Marchlinski, 1997; PavaiJéerman, 1998).

Az adenozin nemcsak mint a nukleinsav-anyagcsetabolitja befolyasolja a
sejtek niikddését, hanem mint egy receptorcsalad endogénssgjaris. Az adenozin
receptoroknak harom tipusa van: az A, (ezen belll Ax €s Ag), valamint az A (2.

abra).
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2. abra. Az adenozin receptorok dendrogrammja néhany laauani illetve haziallat és
az ember esetében. Az also skala az aminosav-sEa\azazalékos egyezését mutatja.
Lathaté az emberi és a tengerimalaaélenozin receptor nagyfokl (mintegy 95%-0s)
homolégiaja (Fredholm és mtsai, 2001; |[Jzermantégin2012).

Az adenozin receptorok hét transzmembran doméendkeikes, G protein-
kapcsolt receptorok, melyek Kiitelye az interstitium felé néz. Az &s az Atipus



elsssorban gatlé (¢, mig az A serkend G proteinhez (g kapcsolddik. Az Atipus
kapcsolodhat gproteinhez, az #& és A pedig G proteinhez is. A hasonloitkodeési A;
es A, illetve Aoa €s Ag receptorok kozott erdekes kulonbség, hogy alegalabb egy, az
Aza pedig tobb nagysagrenddel nagyobb affinitdsi ene@minnal szemben, mint az A
illetve Azg (Fredholm és mtsai, 2001, 2011; Burnstock és m2€di0; 1Jzerman és mtsai,
2012).

2.2. A purinerg transzmisszio felfedezése

A purinok felfedezését 1776-ra datalhatjuk, amikarl Wilhelm Scheele hugysavat
vont ki holyagkovekBl. A XIX. szazadban szamos purin (pl. guanin, adexantin) és
pirimidin (timin, citozin, uracil) kerilt felfedeage, Bleg Albrecht Kossel munkdssaga
révén. Emil Fischer ismerte fel a koffein és rokegyiletei kémiai szerkezetét, a
vegyuletcsalad ,purinok” megjelélése e szarmazik (Fischer, 1907; Burnstock és mtsai,
2010).

Az adenint 1914-ben mutatta ki a vérben Robert Badészirileg adenozin-5'-
monofoszfat (AMP) formaban. 1927-ben Gustav EmhigieMargarete Zimmermann
AMP-t talalt a vazizomban. Az adenozin-5'-trifosdfa(ATP) 1929-ben egymastal
fuggetlentl fedezte fel Karl Lohmann valamint CyHesrtwell Fiske és Yellagaprada
SubbaRow (Burnstock és mtsai, 2010). A purinokdg@i hatasait el&ént Alan Drury és
Szent-Gyorgyi Albert dokumentalta. Eredetileg apiasztaltak, hogy a szarvasmarha
illetve juh szivizom nyers kivonatadeljes, de atmeneti bradycardiat okoz a
legkulonfélébb allatfajokban, ezen kivil tagitjkeszorasereket és csokkenti az enteralis
simaizmok aktivitdsat. Kébb kimutattak, hogy a hatasért félelanyag az AMP, tovabba
hogy az AMP alkotéeleme, az adenozin, ugyanolyadandefolyasolja az érintett szervek
muikodését. Felismerték azt is, hogy az adenozin kéggszintetni a supraventricularis

tachyarrhythmiat (Drury és Szent-Gyorgyi, 1929).

A purinok receptorainak felfedezése szorosan kagdsoa purin-szarmazékok
idegrendszerre kifejtett hatasanak vizsgalatahaa. aX1X. szazadban gyanitottak, hogy a

vegetativ idegek nem csak acetilkolint és noradimnigrithetnek nikédésik soran. A 70-



es években azonositottak az ATP-t mint neurotraitsztregyes vegetativ
idegvégsdésekben, ami felvetette ra specifikus receptagtdzEsét. Ezt a feltevést
Geoffrey Burnstock igazolta, a purinerg receptowigien purinoceptor) elnevezés det
szarmazik (Burnstock, 1972, 1976).

A purinoceptorokat ész6r egy receptorcsalddnak tekintették. Hamar éltler
azonban, hogy egy résziket az ATP bomlastermélajerzozin izgatja (Ripus), mig
masokat a nukleozid foszfatoky(fpus) (Burnstock, 1978). Aipurinoceptorokat kébb
a csalad rangjara emelték adenozin receptorok nélleaaimazvan azt az elvet, hogy a
receptorok névaddja a legaffinisabb illetve a lgyadb valaszt kivaltdé endogén agonista
legyen. A Nemzetk6zi Farmakologiai Tarsasag (IUPHfRenleg négy adenozin receptor
(altipust tart nyilvan, ezek azéeb alfejezetben mar emlitett;AAza, Azg €S A
(Alexander és mtsai, 2011a; IJzerman és mtsai,)26t2abban leirtak egy 6t6dik format,

a farmakologiai médszerekkel karakterizaltthpust (Cornfield és mtsai, 1992), de ezt nem
sikertlt kibnozassal megssiteni.

A P, csaladot élszor ot tipusba soroltak {2 Poy, P2z, Pou és Br), majd ezeket
Ujraosztottak két csoportba és a csalad rangjaeit&nP2Y (az egykori R, Py €s By)
valamint P2X (az egykorifR és Bz) (Abbracchio és Burnstock, 1994). A G protein-
kapcsolt P2Y csalad endogén agonistai az ATP, ADR, és UDP. Az ide tartozé
receptorok kdzul még nem sikerult mindet klbnoziassatosan azonositani, raadasul az
egyes altipusokra jellerizeceptor proteinek kombinalddhatnak egymassalaEraz
altipusok szamagpsmég a relative jol feltérképezett altipusok (R2FY2Y,, P2Y,, P2Ye,
P2Y11, P2Y1o, P2Y13 és P2Y,) elnevezése is valtozhat a §den (Burnstock és mtsai,
2010; Alexander és mtsai, 2011a). Az ionotrop P2xXad endogén agonistaja az ATP. Hét
altipusat kulonboztetik meg (P2XP2X%, P2Xs, P2X,, P2Xs, P2X €s P2X%), de ezek
proteinjei is kombinalédhatnak egymassal (Alexar&emtsai, 2011b).

A purinerg transzmisszio az egyik t&ipb és legelterjedtebb intercellularis
jelzérendszer az élszévetekben. Ezen bellil az adenozin receptorak vésznek csaknem
minden szévet bioldgiai funkcidinak szabalyozasalBanadenozin receptor aktivacio a
legtobb helyzetben j6tékony hatasu, javitja az egitlyt az érintett szovet energiaellatasa
és energiafelhasznalasa kozott, mérsékli a stredspbiozta kdrosodast, valamint gatolja a
kedvedtlen szbveti remodellinget. Az adenozin receptdssiét nagy lehéségeket regt
terapias célteriletet jelentenek. Az adenozinedptés probalkozasok kardiovaszkularis

tertleten mar sikeresnek mondhatok, az Uj indilsal@betségek vizsgalata jelenleg is



folyik, biztatd eredményekkel (Elzein és Zablo@d08; Manjunath és Sakhare, 2009;
Schenone és mtsai, 2010; Burnstock és mtsai, 20tller és Jacobson, 2011;

Szentmikldsi és mtsai, 2011a; Headrick és mtsdil2BIbrecht-Kipper és mtsai, 2012).

2.3. A adenozin receptor agonistak, antagonistak és ratmtak

A receptorok nikddését specifikus kapcsoldédas révén befolyasolagok a
kotodés helye alapjan kétfélék lehetnek: az egyik aptr azon doménjéhez Kk,
ahovéa az endogén ligand is (ortoszterikus szeagkjasik valamely ezen kivili helyhez
(allosztérikus szerek). Az ortoszterikus molekuktetnek agonistak vagy antagonistak, az
allosztérikusak esetében inkabb pozitiv modulataralaktivator, enhancer) illetve negativ
modulatorokrol beszélink. Ez a nomenklatira nenemer IUPHAR jelenleg érvényben
levé ajanlasa megengedi az allosztérikus agonistaellatiosztérikus antagonista terminust
a pozitiv illetve negativ modulator szinonimajak@eubig és mtsai, 2003). Bkt
fuggetlenlll a tovabbiakban az agonista és az anistgdkifejezést sk értelemben
hasznaljuk (csak ortoszterikus ligandokra).

Az A; adenozin receptor (Xeceptor) agonistak terapias alkalmazasadaiélia,
hogy valamely sz6veten elinditsak azokat az endpgatektiv illetve regenerativ
folyamatokat, amelyeket egyébként a fiziolégiasrigfa, az adenozin valt ki (Szentmiklési
és mtsai, 2011a). Aeceptor agonistak jelenleg harontérapias céllal alinak fejlesztés
illetve kiprobalas alatt: antiarrhythmias illetvetianginas szerekként, antilipolitikus
(ezaltal antidiabetikus) szerekként, valamint npat@s fajdalom elleni antinociceptiv
hatéanyagként (Elzein és Zablocki, 2008; Schensmatéai, 2010; Szentmikldsi és mtsai,
2011a).

A szintetikus A receptor agonistak kozott az adenozinnal stabNaglylletek is
vannak, amelyek jobban ellenallnak az adenozin odtanusaban szeregpenzimeknek,
mint az adenozin (Pavan és IJzerman, 1998; Fredésimtsai, 2001, 2011). A kevésbé
bomlékony szintetikus Areceptor agonistak kdzos jelleéje, hogy koncentracio-hatas
(E/c) gorbéik balra helyezkednek el az adenozimag&dorilmeények kdzott felvett E/c
gorbéitl (Gesztelyi és mtsai, 2003b). A kevésbé bomlélkamynistak E/c gorbédth
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megbizhatébb adatokat lehet kinyerni azéceptor nikodésésl, mert kevéshé fliggenek
az érintett enzimek (és transzporterek) aktivitiis&tisérleteinkben ezért az adenozinon
kival harom relative stabil, szintetikug Aeceptor agonista is helyet kapott: a NECA (5
(N-ethylcarboxamido)adenosine), a CPA-@yclopentyladenosine) és a CHA%N

cyclohexyladenosine) (3. abra).

NH.
$! L

Y NN TN ~" “NH

‘ P An L
AN NT N M= NS

\K\N N’ H N N

HO. H,C._N__0O HO. HO.
el 0 0. O
|

OH OH OH OH OH OH OH OH
adenozin NECA CPA CHA

3. abra. Az adenozin, NECA, CPA és CHA szerkezete i(@ceptor full agonistak).

A NECA 5’-maodositott rib6z gyriivel rendelkeé adenozin analdg, amely, &s A
receptor full agonista. Ligandkotési assay-vel nae@itozott K értékei patkany illetve
emberi A és A receptorok esetében egyarant a 10 nM-os nagysfggrivannak (aka
Ka-val azonos jelentéis csak mas moédszerrel meghatarozott allando, klggenlet)
(Fredholm és mtsai, 2001). A vérmentes myocardiummbkative stabil vegyulet (a
munkacsoport tapasztalata). Egyes terapias céjlakttett A receptor agonistakban

szintén 5’-maodositott rib6z gy van (Elzein és Zablocki, 2008).

A CPA ciklopentil szubsztitualt purinvdzu adenoaimaldg, amely szelektiv;A
receptor full agonista. kertékei patkany és human Peceptor esetén 0,1 és 1 nM-0s
nagysagrenitek (Fredholm és mtsai, 2001). Az adenozinnal ldssaleliminalédik vert
tartalmaz6 szovetekbis (Pavan és IJzerman, 1998), vértelen pitvaedigpkimondottan
stabil (Gesztelyi és mtsai, 2004). A kardiolégiéilal fejlesztett A receptor agonistédk
szerkezetileg rendszerint a CPA-bdl indulnak kzéih és Zablocki, 2008).

A CHA ciklohexil szubsztitualt purinvazu, szelek#ly receptor full agonista. K

értéke a CPA-éhoz hasonlo6 (Fredholm és mtsai, 208l¢gzetessége, hogy a CPA-nal is
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stabilabb, alig bomlik (Pavan és IJzerman, 1998h Wlyan terdpias céllal fejlesztett A
receptor agonista, amely a CHA-bd6l indul ki (ElzésZablocki, 2008).

Az A; és A receptorok kdzismert kompetitiv antagonistai ailaxeintin
vegyuletek, eldsorban a koffein és a teofillin. Ezeket — empiriklespon — régota
hasznaljak mint faradtsazp, teljesitményfokozo (koffein) illetve hastagito (teofillin)
szereket. Emellett mindkétpozitiv trép hatasokat fejt ki a szivre, de erdpéasan
altalaban nem hasznositjak (mint mellékhatas jleéaik). Kisérleti szempontbol a metil-
xantinok legébb hatranya, hogy mas tamadaspontjaik is vannakfddiészteraz gatlok és

ryanodin receptor agonistak is egyben (Szentmildésintsai, 2011b).

A jelen értekezést megalapoz6 vizsgalatokhoz h#tsam@agonistak a CPX
(DPCPX; 8-cyclopentyl-1, 3-dipropylxanthine) éesr&CPX (8-cyclopentyl-3-[3-[[4-
(fluorosulfonyl)benzoylloxy]propyl]-1-propylxanthe). Mindketten a teofillinhez hasonlo
szerkezdiek, de szelektivek az;Aeceptorra (4. abra). A CPX Katése az Areceptorhoz
reverzibilis és igy azt kompetitiv médon antagoljgz@redholm és mtsai, 2001). Az
FSCPX ebszor szintén reverzibilisen Kiitik az A receptorhoz, ezt azonban egy
idéigényes, feltehéen kovalens kapcsolodasi [épés koveti, amely azbSé&

irreverzibilis antagonistava teszi (Srinivas ésant$996; Morey és mtsai, 1998).

|:
Q=

“ﬁb/ e - ﬁr -

Hs K,CHS

teofillin CPX FSCPX

) D

4. abra. A teofillin, CPX és FSCPX szerkezete;(Aeceptor antagonistak).

Az allosztérikus modulatorok igéretes sajatossdogy vellik a receptorok
miikodése tag keretek kozott befolyasolhato, vagyysaemnista E/c gorbéje elvileg szinte
minden paraméterében a kivanalmaknak meg@kteinddosithaté (Gao és mtsai, 2005). Az
A, receptorhoz is tobbféle modulatort fejlesztettelelsdsorban enhancer-eket (Elzein és

Zablocki, 2008), ezek azonban kivil esnek a jeftekézés érdektiési korén.
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2.4. A receptor rezerv

A receptorialis jelatvitel kiindulépontja az agamiseceptor komplex kialakulasa. A
komplex stabilitasanak jellerdparamétere az affinitds, amely meghatarozza azistgo
receptorhoz val6 kétését (receptor okkupancia). Mig receptorhoz vHiditasa az
antagonistaknak is van, az agonista egy tovablangagonistara nem jelleidz
tulajdonsaggal is rendelkezik. Az agonista-recektonplex olyan folyamatokat indit el,
amelyek megvaltoztatjak a receptort hordozé sékadését. Az agonistanak ezt a
hatasgenerald képességét jellemzi az unél§eiinzik) hatékonysag. A legegystbb
esetben az agonistat kotott receptor konformadidzrasa 6nmagaban hatashoz vezet (pl.
ioncsatorna receptor kinyilasa), legtobbszor azom@tzaaktivalt receptor valamilyen
kozvetibhoz (pl. G protein) kapcsolddik és ez inditja bdashoz vezéttovabbi
folyamatokat (5. &bra).

Agonista/receptor Agonista,/receptor/
Agonista Receptor komplex Kozvetitd kizvetité komplex
® = (D D — (DT —w
+ =) + —- ——» Vilosz
ko
- Belso
Amﬂ:’fﬁ’f {Hﬁ] hﬂjékun,fsdg

(Kyg = @ AR komplex
affinitdsa a kézvetiihoz)

5. abra. Az agonista-receptor kbélcsonhatas és a jelatsériaja (Neal, 2000)

Amennyiben az agonista koncentraciojat besnemig a hatas nagysagat kinden
jelnek tekintjik, értelmezni tudjuk a receptor éésatas kialakulasahoz az esetek
tobbségében sziikséges tovabbi strukturak, az gatrpoeptorialis szignalizacid) jebsits
képességét. A hagyomanyos receptorelmélet fogadneidin belll a jelésitc képességet

az un. receptor rezerv jellemzi (Dhalla és mtsa)3 Kenakin, 2009).

Egy adott szbvet részidregy adott agonistara adott valasz tehat sok titdle
flgg. Bar kdlcsdnhatasrol van sz0, tehat az agpesta receptor koncentracioit kivéve
minden mas parameétert az agonista és a receptsz (pbsztreceptorialis szignalizacio)

k6zdsen hataroznak meg, szokas agonistéféggendszerfuggellemzkrél beszélni.
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Agonistafig@nek tekintett tényeék az agonista koncentracio, az agonista receptoraldz
affinitdsa és az intrinzik hatékonysag, mig rendéiggonek veszik a receptorszamot és a

receptor rezervet (Kenakin, 2009).

A receptor rezerv fogalmanak bevezetése szakélsitett a korai receptor
modellek azon feltételezésével, hogy a maximatisptorialis valasz eléréséhez minden
receptornak agonistéat kell kdtnie (vagyis 100%exeptor okkupanciara van szukseg).
Erre azért kerult sor, mert szamos szoveten tagdedzthogy a receptorok egy részének
irreverzibilis antagonistaval val6 kiiktatasa ebe@ egyes agonistakkal gyakorlatilag
ugyanakkora maximalis hatas valthato ki, mint peseteceptorkészigtszéveten. (Ezt
egyébkeént csak full agonisték esetén tapasztakéjelenséget ,tartalék receptorok” (spare
receptors), azaz receptor rezerv (receptor res@exjétéevel magyaraztak az adott
szoveten (Ruffolo, 1982; Kenakin, 1987, 2009). Aywananyos receptorelmélet fejlése
soran a receptor rezerv fogalma elvesztette eahkrkt értelmezését és a jékité funkcid
absztrakt jellemiévé valt (6. abra). A modern alternativ receptodeilek nem hasznaljak
a receptor rezerv fogalmat, masképp kozelitik mpgdesdsités kérdéseét (Leff, 1995;
Bindslev, 2008).

Mint a receptor (és a posztreceptorialis szignei®@geleisitésének jellentye, a
receptor rezerv fligg a jelatvitel minden szefgipiek mennyiségét és mirbsegédl,
kivéve természetesen az agonista koncentraciogtiggasat (Id.: 5. abra). A receptor
rezerv egyik determinansa a szovet jellege, vagyiesztreceptorialis jelatvitel molekularis
elemeinek tipusa és koncentracioja. A receptorvandsik fontos meghatarozéja a mért
hatéds, mivel ugyanazon szdvet ugyanazon recepgetareis altalaban eltérnek egymastol a
kilonbd® hatasokhoz tartozo posztreceptoridlis jelatvitek. Bar az intrinzik
hatékonysagot agonistafiifggaraméternek tekintik, a receptor rezerv bizotigtofligg
ettél is (Brown és Goldstein, 1986; Srinivas és mt$8H7; Kenakin, 2009). Noha a
receptorszamot altalaban kulon kezelik, a receimerv nem lehet fliggetlen a receptorok
koncentracidjatdl sem, hiszen minél tobb a recejptamdl tobb agonista/receptor/kdzvetit
komplex alakulhat ki, és ezaltal egy adott hatasbkisebb agonista koncentracional
jelentkezhet (egyéb feltételek teljestlése eseténadthatd maximalis hatas i$het) (Id.:
6. bra).

A receptor rezerv lényegében hatagreszaladasat” jelenti a hozza tartozo receptor
okkupanciahoz képest. Ennek megiébel legegyszébb mutatoja a PSR (pharmacological

shift ratio), ami a félmaximalis receptor okkupadétrehozé agonista koncentracig (K
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Id.: 9. egyenlet) és a félmaximalis hatashoz szigsé@gonista koncentracio (&Qdd.: 3.
egyenlet) hanyadosa (PSR #/ECsp). Ez alapjan receptor rezeéVbeszélhetlink, ha a
félmaximalis hatdshoz nem sziikséges a receptoléheie elfoglalasa (PSR > 1). A PSR

tehat a receptor rezervet egyetlen értékkel jeli¢Ruaffolo, 1982).

6. abra. A receptor rezerv korai értelmezése szerint aniatit kot receptorok extra
mennyisége all annak hatterében, hogy egyes esgtégipakorlatilag) maximalis hatas
jelentkezik méar szubmaximalis receptor okkupancédett. A ,tartalék receptorok”
jelenléte magyarazatot kinal arra a jelenségteogy miért szilkséges nagyobb agonista
koncentracié ugyanakkora hatas kivaltdsahoz akegyiveten, mint a masikon, azonos
affinitasu receptorok mellett. Ax és aB panelen abrazolt rendszerekben egyenl
nagysagu valaszok generalodtak (fekete nyilak)térmeagonista koncentraciok ellenére
(Katzung, 2001). Belathatd, hogy ha csak a kozlefgotétszirke, szabad allapotban
ovalis strukturak a sejtmembran lefelszinén) szamat ndévelnénk meg, az is csdkkentené
az adott hatas elérésehez szikséges agonista k@eo@n mivel az is ndvelné az esélyét
az agonista/receptor/kozvétikomplex létrejottének. Ez lelissteget ad arra, hogy a
receptor rezerv értelmezése elszakadjon a receptut8él, és a jelatvitel egészét
jellemezze.

A receptor rezerv arnyaltabb mutatdja a szazalékweptor rezerv (Rfg, amely a
szazalékos hatasEés a szazalékos receptor okkupangig kilonbsége (Id.: 20.
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egyenlet). A i, a maximalis hatas szazalékaban kifejezett hat@seffyenlet), @ pedig
koncentracioé (Id.: 18. egyenletP0%) (Kenakin, 1987). Noha minder, Ertékhez kilén
RRy, érték tartozik, a szakirodalomban fellelh&Ry, értékeket csak néhany énkényegs E

hoz hataroztdk meg, altalaban 50%-hoz és/vagy 1006-

Receptor rezerv csak full agonista esetén detektallEgy full agonista receptor
rezervje egyetlen E/c gorbe alapjan nem hatarozhaty) sziikség van kiegészéidatokra.

Erre kisérletesen két leldstg kinalkozik:

1. A gyakoribb modszer szerint az @B/c gorbe felvétele utan irreverzibilis
antagonistaval inaktivaljak a receptorok egy résnéid a depletalt receptorkésilet
rendszerben is felveszik a E/c gorbét ugyanazzagiamistaval (Motulsky és
Christopoulos, 2004).

2. Aritkabban alkalmazott médszer soran irreverzbdifjonistat hasznalnak a E/c
gorbe felvételéhez, azutén ligandkotési assay-eglhatarozzak az irreverzibilisen

modosult receptorok hanyadat (Zhang és mtsai, 1997)

Amennyiben a receptor rezerv kicsi (egy adott szédett receptora esetében
valamely agonistara és hatasra nézve), egy agarsiskaakkor valt ki szamottéwhatast, ha
nagy hatéskivalté képesseferos) és/vagy nagy koncentricidban van jelen. Ennek
megfeleben, ha a receptor rezerv nagy, aisexrgonista mar kis koncentracioban hatékony

lesz, a gyenge pedig, igaz csak nagy koncentracj@sahatni fog (Dhalla és mtsai, 2003).

Nagyobb rezerv mellett tehat ugyanaz az agonisigatd hatasésséd (kisebb
koncentracié szikséges ugyanahhoz a hatashozg¢hdba szervezet tobb szovete is
hordozza ugyanazt a receptort, de azokon a resz@iores a jelésito képesség (vagyis a
receptor rezerv) kilonbdzakkor egy adott agonista adott koncentraciojéléarboz
szOveteken kilonbézEy-ot fog elérni (eltéF szazalékat fogja kivaltani az egyes

szOvetekre jellemizvalamely hatas maximumanak) (Dhalla és mtsai, 2003

2.5. Az A, adenozin receptor rezerv jelés¢ge

A csaknem minden eifg szovetben expresszalédgr&ceptorok szamos dsszetett

fiziologiai és patofiziologiai szabalyoz6 folyamatoditanak el illetve befolyasolnak
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(Fredholm és mtsai, 2001, 2011; Fredholm, 2010)aBE®llett, hogy nagy leh&tégeket

rejt magaban, komoly kihivast is jelent azr&ceptorokat megcélzé gyodgyszerkutatas
szamara. Mivel egy szisztémasan beadetteeptorra hatd szer elvben a szervezet minden
A; receptoranak tikddéesét modositja, nehézségbe litkdzhet az indikadicihegfelel

szOvetspecificitas biztositasa (Dhalla és mtsd320

A megfeleb szbvetspecificitas elérése érdekében kihasznakydtpgy a kilonbdz
szOvetek A receptorai eltérvalaszkészséget mutatnak. A széveti valaszkéséség
meghatarozoi a receptorfunkcidé két rendszerdiggyamétere, a receptorszam és a receptor
rezerv. E két paraméter altaldban parhuzamosamozidéliami nem meglepannak
ismeretében, hogy a receptor rezerv fligg a recaptoennyiségét), igy az A receptorok
koncentracidja és rezervje is szoros pozitiv kamiét mutat a kilénb@zszoveteken
(Dhalla és mtsai, 2003).

A zsirszbvethez és az idegszOvethez képest aiszi\f keceptor rezervvel
rendelkezik az altala medialt elektrofiziolégiatésokra nézve (Id. lentebb) (Dhalla és
mtsai, 2003). A nem kardioldgiai indikacioju (phtadiabetikus, antinociceptiv)
adenozinerg gyogyszerek fejlesztése szempontjabdlegnyugtatd, hiszen csokkenti e
szerek kardialis mellékhatasainak kockazatat. Aptar rezerv hatasfliggése (Brown és
Goldstein, 1986; Srinivas és mtsai, 1997) miatha@am az A receptor rezervet minden
fontosabb hatasra érdemes megvizsgalni. Legjoldntéadunk szerint a myocardialig A
receptor rezervet még nem hataroztak meg a pitegyativ inotrép hatasra, noha ez

lényeges nemkivanatos hatasa lehet aefeptor agonistaknak.

2.6. A pitvari A, adenozin receptor negativ inotrop hatasa

A pitvarokon az A receptor medialta negativ inotropia ké&skignalizaciés utat
foglal magaba: a G protein-kapcsolt befelé egyenita K (GIRK) csatornak
(kbzelebbél: muszkarin aktivalta Kcsatornak) nyitasat és az adenilciklaz gatlasat (7
abra). A donien supraventricularis szdveten talalhaté GIRK gsdtoa cardiomyocyta
sejtmembran hiperpolarizalasaval roviditik az ak@otencialt, igy csokkentik a platéfazis

soran bearamlé Gamennyiségét (Kurachi és mtsai, 1986; Belardirsimtsai, 1995). Az
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adenilciklaz gatlasa a cAMP-fuggrotein kinaz A aktivitasanak csokkenéséhez veyet.
visszaszorult protein kinaz A éltali foszforiladakozza a foszfolamban aktivitdsat,
csokkenti az L-tipust Gaaramot és ezek mellett foszfoprotein foszfatazakeval
(Gupta és mtsai, 1993; Neumann és mtsai, 1995)IMidefoszforilalt foszfolamban
hatékonyabban gatolja a szarkoplazmatikus retik(BER) CA™-ATP-azat (SERCA),
csokken a C4 visszavétele a SER-be, ami a sejt'Gesztéséhez vezet. A SER kisebb
Cd" tartalma és az L-tipust €aéram visszaszorulasa egyarant oda hat, hogy cséike
akcios potencial platéfazisa soran a citoszélb@gaabad Ca (ehhez hozzaadddik a
GIRK csatorna nyitas ugyanilyen iranyl hatasaais), eteljesen csokkenti a pitvari
kontrakcids eft (Belardinelli és mtsai, 1995).

7. abra. Egy tipikus szintetikus Areceptor agonista (stabil €s szelektiv), valamint
gyorsan metabolizal6d6 adenozin negativ inotropd#@atak mediacioja tengerimalac
pitvari munkaizomsejten. Ado: adenozin; SA: szikteg agonista; A A; adenozin
receptor; metabolitok: az adenozin metabolitjaiG3drotein; AC: adenilciklaz; cAMP:
3’,5’-ciklikus adenozin monofoszfat; PK-A: cAMP-fg§ protein kinaz A; PLB:
foszfolamban; SERCA: a szarkoplazmatikus retikulDaf*-ATP-aza; foszfatazok:
intracelluléris foszfoprotein foszfatazoks4 L-tipust C&" csatorna; Kenade: muszkarin
aktivalta K csatorna; [C4]: a citoszél C&" koncentracidja az akciés potencial
platéfazisaban; CF: kontrakciéier-—— : egyensulyi folyamat—> : serkentés vagy
novelés; —e : gatlas vagy csokkenték; illegveaktivacié vagy névekedés, illetve
gatlas vagy csokkenés, melyet azréceptor agonista okoz az adott struktaran.

Az adenozin kdzvetlendl is gatolja az adenilciklaztin. P-site-hoz kédve
(Tesmer és mtsai, 2000), ami kismértékben hozaaaradenozin negativ inotrép

hatasahoz (6sszefoglaloként Id.: Gesztelyi és n288i3b) (7. abra).
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Az A; receptor stimulaciéja mind pitvaron, mind kamramyagalmi szintre képes
visszavezetni az adenilciklaz fokozott aktivitasdmi visszaallitja a nyugalmi kontrakciés
erdt is (indirekt negativ inotrop hatas). Pitvaron aggkkor az Areceptor agonistak a
nyugalmi szint ala képesek csokkenteni kontrakerds(direkt negativ inotrop hatas), amit
a GIRK csatornak supraventricularis jelenléténddjdionitanak (Kurachi és mtsai, 1986;
Belardinelli és mtsai, 1995).

A jelen disszertacio vizsgalatait tengerimalacauion végeztik, amelyben a
cardiomyocytak az adenozin receptorok kdzul csakiaipust expresszaljak (Gardner és
Broadley, 1999). A kisérleti allatok koézll a tengalac A receptora mutatja a
legnagyobb homoldgiat az emberével (2. abra). Mallahdo frekvencian ingerelt bal
pitvart hasznaltunk, azAeceptor negativ trop hatasai csak a kontrakeibs e
csokkentésében nyilvanultak meg. A kisérletek saradenilciklazt nem stimulaltuk,
tehat az A receptor agonistak direkt negativ inotrép hatésétik, ami hozzajérult
kisérleti modellink minél egys#dbé és ezaltal megbizhatébbé tételéhez.

2.7. A thyreoid hormonok hatésa a pitvagialenozin receptor mediélta

negativ inotropiara

Pajzsmirigyhormon (thyreoid hormon) alatt, 6sszlemgaz altalanos
ertelmezéssel, a 3,3',5-trilodo-L-tironints s az L-tiroxint (T) értjuk a tovabbiakban
annak ellenére, hogy a kalcitonint is a pajzsmitggyneli. A pajzsmirigyhormonok
(euthyreoid szinthez képesti) tobblet mennyiségmngiti a myocardialis Areceptor altal
medialt hatasokat, kdztik a pitvari negativ inoth@past is (Szentmikldsi és mtsai, 1992;
Kaasik és mtsai, 1994, 1997a). Noha a jelenségreatiég nem teljesen tisztazott, a pitvari
A1 receptor jelatvitelének tobb résztw@rél igazoltak, hogy a thyreoid hormonok

kontrollja alatt all.

A pajzsmirigyhormonok kismértékben novelték azréceptor denzitast patkany
pitvaron (Kaasik €s mtsai, 1994) és kamran (El-#simtsai, 1994), mikbzben nem
mutatkozott Iényeges eltérés a G protein konceidjedaan. Az A receptorszam

novekedése természetesen nem magyarazza a valasakésokkenését. El-Ani és mtsai
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(1994) vizsgalataban az Aeceptor tricialt CPX-szel¥f]CPX) szembeni affinitasaban
sem észleltek Iényeges valtozast thyreoid hormdradksara (a kismértékcsdkkenést nem

talaltak szignifikansnak).

A GIRK aramot valtozatlannak talaltak hyperthyrepatkany pitvaron (Sunagawa
és mtsai, 2005), tovabba nyul pitvaron és kamrg8hénoti és Banno, 1993). Ezzel
dsszhangban a GIRK aram nem valtozott hypothyremigerimalac kamran sem (Bosch és
mtsai, 1999). Masrésirviszont a § akut alkalmazéasa novelte a GIRK aramot
tengerimalac kamran, melyet a fem genomikus (nem a génexpresszié modositasan
keresztil medialédd) hatasanak tulajdonitottak #§akhi és mtsai, 1996). Ezek alapjan
valoszirileg a pajzsmirigyhormonok GIRK csatornak feletthiollja sem feleds az A

receptor medialta negativ inotrop hatas csokkemelsggerthyreoid pitvaron.

Hyperthyreota patkany szivben az adenilciklaz me@ge nem, de aktivitasa
csokkenést mutatott az euthyreoid allapothoz k§@jaimaa és mtsai, 2000a). Ennek
ellenére Ggy talaltak, hogy az L-tipustfCesatornakat nyitd, az adenilciklazt magaba
foglal6 szignalizacids Utvonal 6sszességében ink&bbalodik hyperthyreoid patkany

kamran (Watanabe és mtsai, 2005).

A pajzsmirigyhormonok novelik a SERCA mennyiséggegézel parhuzamosan
csokkentik a foszfolamban mennyiségét és aktivitdsad pitvaron, mind kamran (Kiss és
mtsai, 1994; Kaasik és mtsai, 1997a; Ojamaa €9,@8@0b; Shenoy és mtsai, 2001).
Mivel azonban a foszfolamban szintje pitvaron elakaesony (Shenoy és mtsai, 2001), a
thyreoid hormonok okozta csdkkenés nem rejt magabam jelents szabalyozasi
lehetiséget, mint a kamran. Ezzel 6sszhangban hypertiypatkédny szivben a nyugalmi
kontrakcios & csak a kamran haladja meg az euthyreoid szinfgtyaron valtozatlan

marad (Kaasik €s mtsai, 1997a).

Az L-tipust C&" &ramot hyperthyreoid allapotban fokozottnak talétengerimalac
kamran (Rubinstein és Binah, 1989) és human pitvexr¢(Kreuzberg és mtsai, 2000).
Ezzel szemben hyperthyreoid patkany pitvaron kidetpusi C&" &ramot mértek
(Sunagawa és mtsai, 2005), mig hyperthyreoid nynwmn és kamran nem tapasztaltak
valtozast ebben az aramban (Shimoni és Banno, 1823)llentmondasos eredmények
0sszeegyeztethik, ha feltételezziik, hogy a thyreoid hormonok klexpidéfliggd
hatassal birnak az L-tipusaCaramra. Ezt az elképzelést tAmogatja az is, hatkapy
kamran fokozott L-tipusti Gharamot mértek aslkezelés 4. napjan, mig az &ram az

euthyreoid szint ala csdkkent a 8. napra (Watagabmatsai, 2005).
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Valészininek latszik, hogy az adenozin metabolizmusabanvegrenzimek és
transzporterek moédosulasa is hozzajarul a negaitvdp hatas csokkenéséhez
hyperthyreosisban. Patkany kamran a pajzsmirigybook novelik a nukleozid transzport
kapacitasat (Smolenski és mtsai, 1995). Amig fédrazahdenozinra a fiziologias (vagyis
kivilrél a cardiomyocytak belseje felé mutatd) hajioer nagyobb transzportkapacitas
csokkenti az extracellularis adenozin kapcsolodaélyét a sejtfelszini adenozin
receptorokhoz, ami redukalja az extracellularimadenra adott valaszt. A nukleozid
transzport valtozasa azonban csak a transzpost@sila cardiomyocytak altal gyorsan
eliminalhat6 adenozin receptor agonistak hatasitkenti (pl. az adenozinét), ezekre
nézve ugyanis tartésan fonnall a koncentracio-gréda sejtmembran két oldalan (amig a
beadott mennyiség el nem fogy). Ennek megbelelhyperthyreosisban az adenozin pitvari
negativ inotrop hatasanak csokkenése latvanyosghataglja a stabil szintetikus A
receptor agonistak (pl. CPA) esetén tapasztalhatééket (Szentmikldsi és mtsai, 1992;
Gesztelyi és mtsai, 2003b). Mivel azonban a stabreceptor agonistakkal szembeni
valaszkészseéq is jeldisen csokken (Szentmiklési és mtsai, 1992; Geszslyntsai,
2003b), a fokozott nukleozid transzport kapacigekaészben tehiefelelossé az adenozin

gyengébb hatasaért hyperthyreosisban.

Az adenozin kinaz (az intracellularis adenoZirefiminaléja) aktivitdsanak
novekedését is kimutattak hyperthyreota patkanyber (Smolenski és mtsai, 1995). A
fokozott intracellularis eliminacios kapacitas hé@zulhat a bomlékony Areceptor
agonistak csokkent hatdsahoz, de ez sem magyax&tahil A receptor agonistakra adott
kisebb valaszt (Szentmikldsi és mtsai, 1992; Ggs&s mtsai, 2003b).

A thyreoid hormonok tehat tobb tAmadasponttal ézdistt mdédon befolyasoljak a
myocardialis A receptorok jelatvitelét. Ennek részletei a kitdrjgzsgalatok ellenére
sincsenek pontosan feltarva, pl. a pitvariréceptor medialta negativ inotrop hatas
csokkenésének mechanizmusa sem teljesen tisztAzétna jeleniségét az adja, hogy az
adenozin endogén kardioprotektiv regulator, amidygtrvesz az un. ischaemias
prekondicionalas jelenségében is, adhédas I1étrehozasaban pedig fontos szere jut a
myocardialis A receptornak (Sommerschild és Kirkebgen, 2000, 2blholm és mtsai,
2001, 2011; Headrick és mtsai, 2003, 2011; Headiickasley, 2009). Kérdésként merl
fel, hogy az A adenozinerg hatasok gatlasa, melynek része aimagatropia meérséklése
is, nem rontja-e a fokozott munkara kényszeritgtehnthyreoid sziv endogén védelmi

mechanizmusait, illetve az ezek fokozasat célzpias probalkozasok hatékonysagat. A

21



kérdés bonyolultsagat mutatja, hogy a thyreoid loortdbblet a jol ismert kedvétten
hatasokon tul (pl. tachycardia, fokozott oxigérméeznalas, Id.: Pietras és mtsai, 1972;
Nabbout és Robbins, 2010) — paradoxrigié imddon — az ischaemias prekondicionalashoz
hasonlo jelled kardioprotektiv hatast is létre tud hozni (Rangseéés Bonser, 2010;

Pantos és mtsai, 2011). Mindent egybevetve, towdbhbgalatok szikségesek, amelyek
feltarjak a pajzsmirigyhormonok myocardialis &denozinerg rendszerre kifejtett

hatasainak eddig felderitetlen részleteit.

2.8. A felhasznalt kvantitativ farmakodinamiai mbele

2.8.1. A Hill egyenlet

A Hill egyenlet a kilonb&k receptorelméletekben betoltott szerepén tal a
gyakorlatban is jol hasznalhato a ligandkotési viafgygorbék jellemzésére. Eredeti
form4jaban ezen gorbék alakjat harom paramétesitehjzi, de modositott formai két vagy
négy parameétert is tartalmazhatnak (Giraldo ésinft6@2; Motulsky és Christopoulos,
2004; Gesztelyi és mtsai, 2012).

Receptor alatt olyan, sejteken vagy sejtekbenhatélmakromolekularis
nagysagrenidistrukturat értiink, amely egyrészt bizonyos ligansipecifikus megkdotése
révén jelfelismerésre képes (kognitiv funkcid), néazt a ligand (pontosabban: az agonista
ligand) bekdtdése utan valamilyen valtozast hoz létre a sékadéseében (transzducer
funkcio; hatasgeneralas). Ebben a folyamatban wesmtnek a sejt olyan alkotorészei
(enzim, csatorna, transzporter) is, amelyek szorgége nem tartoznak a receptorhoz, de a
hatas létrehozasdban szerepik van (posztrece@aedainalizacid). A hatasgeneralas
soran jeletsités is torténhetdfeg akkor, ha posztreceptorialis szignalizacidapdsolddik

a receptorhoz, ami a receptorok tdbbségére igaz).

Egy ligand és a receptora kapcsolatailadat Archibald Vivian Hill kvantifikalta
(Hill, 1910), de egy azonos tartalmu dsszefligg&satd Langmuir is leirt gazok
fémfellleten tortééh adszorpcidjara (Langmuir, 1918). Ezek alapjanregyzetkdzi ajanlas

a ligand és a receptor kapcsolodasat kvantifikgi@eletet Hill-Langmuir egyenletnek
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nevezi, mig az agonista koncentracioja és a kittditas kozotti kapcsolatot leiré —
formailag azonos — 6sszefliggést Hill egyenletkérifte(Neubig és mtsai, 2003).

Ha a ligand(ok) megkotését egy leépésben feltétalegk. egyenlet), a tomeghatas
térvényenek egyensulyi allapotra felirt formajap@mi egyszdisités révén) levezetlteh

Hill-Langmuir egyenlet (2. egyenlet):

L+RDml_)LR 1 let
n . egyenle
qgo

2

LR =R1D T orip [

. n N 2. egyenlet
[L]" + K, [L]" +(K)

ahol:L — a ligandR — a receptort.,R — a ligand-receptor komplexX;|R] — a
ligand-receptor komplex koncentracioj&] — a 6sszes (szabad és kotott) receptor
koncentracidja;l[] — elvben a szabad ligand koncentracidja, a gyattman a teljes (szabad
és kotott) ligand koncentracioval helyettesikkilletve k; — a ligand-receptor komplex
receptor komplex egyensulyi disszociécios allanddja a féltelitési ligand koncentracié
(han =1, egyedila Ky-vel); n— az 1. egyenletben a ligand &oelyek szdma egy
receptoron, a 2. egyenlet gyakorlati alkalmazasakonban 6sszetett értdim
paraméternek mutatkozott, ezért jobb egyszeicsak Hill koefficiensnek nevezni
(Kenakin, 2009; Gesztelyi és mtsai, 2012).

A 2. egyenletben kil6n figyelmet érdemel a K alignahivel ez a receptor
ligandkot képességeének (vagyis az adott ligand receptoraldzaffinitasanak) jellentge.
Ha a K értéke nagy, az affinitas kicsi, mig ha ki¢&i, nagy affinitasrol beszélhetiink. Ha
az adott ligand agonista, tehat békiits utan a receptor szerkezetét modositva a retepto
hordozo sejt ilkddését megvaltoztatja, a K-t szokagsak jeldlni (Id.: 9. egyenlet). Ha az
adott ligand antagonista, vagyis beld#sének egyetlen kévetkezménye, hogy a
receptorhoz aktualisan nem tud agonist#&dhit, a K-t hagyomanyosangknak jel6ljuk
(Id.: 4-6. egyenletek).

A Hill egyenlet az el§ kvantitativ receptor modell, amelyet napjainkb&széles
korben hasznalnak E/c gorbék regresszidanaliz{gérbeillesztésre)feg els

tajékozodas céljabol (Kenakin, 2009):
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Cn

E=E, O —
Emax Cn+EC20

3. egyenlet

ahol:c — az agonista koncentraciofa:- a hataskEmnax— az adott rendszerben az
adott agonistaval elériiemaximalis hatad=Cso — a félhatasos agonista koncentranié;a
Hill koefficiens (Hill slope faktor).

A Hill egyenlet altal meghatarozott flggvény lineabrazolas mellett n=1 esetén
hiperbola, szemilogaritmikus abrazolasban (logakitim x, linearis y tengely) viszont
minden n érték esetén szigmoid lefutasu (8. ablala a E/c gorbék sokféle alakot

felvehetnek, a tipikus E/c gorbe szemilogaritmilbsazolasban szigmoid.

100 oo 10Q --omenen e
Emax
75 - 75 -
50 - A O e
25 . 25 ]
' ECq
O T 1 O : T 1
0 0.05 0.1 0.00001 0.001 0.1

8. abra. A Hill egyenlet linearis4) és szemilogaritmikud) abrazolasban. A
paramétereket ugy valasztottuk meg, hogy egy fidhasta tipikus E/c gorbéjet
reprezentaljak (F»=100%; EGy=700uM; n=1). Az x tengelyen a molaris koncentraciot
vettik fel linearis Q) illetve logaritmikus |éptékberB|), az y tengelyen pedig a hatast
abrazoltuk maximalis értékének szazalékdban. Agoszimmetrikusak, vagyis
logaritmikus x tengely mentén abrazolva a fliggviéigeppontja (Es; Ena/2) egyben az
inflexios pont is (ahonnan az addig névékweredekség csokkenni kezd az x tengelyen
jobbra haladva). Nem szimmetrikus gérbék esetébenfl@xidos pont nem az Egnél van.

A Hill egyenlettel végzett regresszidanalizis kébzos (c, E), haromparaméteres
(Emax EGso, N) és nemlinedris (mivel nem az yx & b képletet koveti). Gorbeillesztési

szempontbdl a Hill egyenlet igen flexibilis, vagyeéenttss mérési hibaval terhelt adatok
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esetén is hasznalhaté becslést ad (Giraldo és,ra6Gf). Farmakoldgiai szempontbdl a
Hill modell csaknem teljesen fliggetlen a recepttatyiteli mechanizmusaitol (bar
feltételezi a E/c gbrbék szimmetrigjat, ami eseidbségében teljesil is). Ennek
kdszonheten altalanosan hasznéalhatd, viszont paramétergi, (EGso, N) empirikusak,

vagyis nem fiziko-kémiai allandok (Giraldo és mfs202).

2.8.2. A Schild egyenlet

A Schild egyenlet alkalmazasa (,Schild analizighdtvé teszi egy antagonista
befolydsanak kvantifikalasat egy adott agonista altott bioldgiai rendszerben (adott
receptoron és sztvetben) kifejtett hatasra. Kortipethtagonizmus esetén meghatarozhato

vele az antagonista adott receptorhoz val6 affaiia.

Schild egyenletnek az egyenletek azon csoportjézike, amelyek leirjak a
kapcsolatot egy agonista két olyan koncentraciépokt, melyek kdzul az egyik
antagonista hianyaban, a masik pedig antagonistal¢éeben fejti ki ugyanazt a hatast
ugyanabban a biologiai rendszerben. Ezek az eggmem kothéik egyetlen
felfede®dhoz, évtizedeken at tartd fejlesztés vezetettemiey) ismert valtozatokhoz és
alkalmazasi moédokhoz (Gaddum, 1937; Clark, 193Wjl&c1947; Arunlakshana és Schild,
1959; Waud és mtsai, 1978). Az egyenletcsalad Hiewez Otto Schild alapvét
munkassagat ismeri el. A Schild egyenlet legegydseformaja nem tartalmaz

hatvanykitet:

ECy, _,_[Bl
EC, K

4. egyenlet
ahol:ECs illetve EC,, — a félhatasos agonista koncentraci6 az antagonist
jelenlétében illetve hianyabarB][— az antagonista koncentracioja (amikor jelen) viin-

egy az adott antagonistara és rendszerre jefiéiando.

Ha az antagonizmus tisztan kompetitiv, a K egyeal antagonista-receptor
komplex egyensulyi disszociaciés allandéjaval) ¥z EGy/EC so hanyadost
hagyomanyosan dozis aranynak (dose ratio: DR) hifi@vben barmely két ekvieffektiv
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koncentracié hanyadosa beirhat6 a 4. egyenletbedbnis arany, de a félhatasos
koncentracidk hatdrozhaték meg a legpontosabban.)

Néhany esetben Gaddum és Schild felemelték a §gjrta kédbbiekben Schild
koefficiensnek (S) elnevezett hatvanykiies.
ECEO _1: [B]S

EC, K 5. egyenlet

A Schild egyenlet egy masik form4jaban a dozisyarael van emelve egy a
Schild koefficiensil kuldnbdz kitevére. A Schild egyenlet kitékkel valé ellatdsanak
eredeti koncepcidja ugyanaz volt, mint a Hill eggersetében: figyelembe venni a kotési
reakcié molekularitasat, vagyis azon ligandok szamaélyeknek katdnitk kell 1 db.
receptorhoz azért, hogy kivaltsak vagy kivédjélaghkt (Gaddum, 1937; Clark, 1937). A
késibbiekben azonban tapasztaltak, hogy ezeknek adkibek, amennyiben kisérletesen
hatarozzak megket, nincs egzakt fiziko-kémiai tartalmuk, sem & Koefficiensnek
(Katz, 1978; Weiss, 1997; Gesztelyi és mtsai, 2041 a Schild koefficiensnek
(Colguhoun, 2007).

Késsbb Waud javasolta, hogy a teljes [B]/K hanyadostkgh fel a Schild
koefficiensre, ne csak a [B]-t (Waud és mtsai, 19i8/ ugyanis a K kézvetlenul megadja
az A-t, vagyis azt az antagonista koncentraciot, ammgduplazza az agonista E/c

gorbéjének félhatasos koncentracidjat {EE2EC s):

S
EC,, [B]
— _1: £ 4
EC, ( : 6. egyenlet

Hasonlban a 4. és 5. egyenlethez, ha az antagtisiatan kompetitiv, az A

egyenb a Kg-vel.

Ezen tulmefien Waud kombinalta a Schild és a Hill egyenletégjézte az EGo-et
a 6. egyenleitl és beillesztette a 3. egyenletbe (Waud és mt8ag):

E=E. 0O 7. egyenlet
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ahol:c, E, Emax €sn — a Hill egyenletnél ismertetett mennyisége&l,,, [B], Az ésS

— a Schild egyenlet korabbi formainal definialt mgiségek.

A jelen disszertacidban ismertetett vizsgalatoldsa Schild egyenletnek a 7.
egyenletben rogzitett forméjat alkalmaztuk (ésvalbbiakban erre hivatkozunk, mint
Schild egyenletre). Ennek oka, hogy a 7. egyealétill egyenlet beépitésének
koszonheaten) kozvetlenl illeszthéta megfelad E/c gorbékre, emellett (a Schild
koefficiens poziciéja révén) a korabbi valtozatdkmégbizhatobb becslést ad azr&. A
Schild koefficiens kiterjesztése a teljes [B}JManyadosra ugyanis csokkenti a korrelaciot
(ami egy bizonyos fajta regressziés hiba) az &% gparaméterek kozott (Lazareno és
Birdsall, 1993; Motulsky és Christopoulos, 2004).

A Schild egyenlet illesztése kétvaltozds (c, Epadaméteres (R ECso, N, A és
S) nemlinearis regresszioanalizis. A Hill egyerletzemben, amelyet egyetlen E/c gbrbére
(illetve ugyanolyan kérilmények kozott felvett Ej@rbék atlagara) kell illeszteni, a Schild
egyenletet legaldbb két E/c gorbére illesztik: pgiiv (antagonistamentes) és egy [B]
azonosnak kell lennie). A meghatarozas pontossdéei, ha tobbféle [B] jelenlétében is
felvesznek E/c gorbéket és mindet bevonjak a gliebetésbe. Az illesztés szimultan
(,globalis™), vagyis az 6t illesztett paraméter memn osztva az dsszetartozé (csak az
antagonista koncentraciojaban kulondog/c gorbék kozott. Ez azt jelenti, hogy az 6t
paraméter ugyanazon értékeinek kell biztositanireehjobb illeszkedést a goérbecsalad

tagjaihoz (Motulsky és Christopoulos, 2004).

2.8.3. Az agonizmus operativ modellje

A farmakoldgiai agonizmus operativ modellje a Ididlyenlethez hasonléan
kvantitativ receptor modell, emellett ez sem tanad megkotéseket a receptdkiidés
mechanizmuséra (illetve csak nagyon altalanosakat]yek a legtébb receptor esetén
teljesiiinek). Az operativ modell agonistak recdpbarvalé affinitdsanak és Kiités utani
hataslétrenozo képességének kvantifikalasara atlsa(Black és Leff, 1983; Giraldo és
mtsai, 2002). Az operativ modell alapjat egy kékgs reakciéegyenlet képezi, amelyben
kdlon van valasztva a receptor jelfelisthés transzducer funkcioja (Black és Leff, 1983):
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ot - o -
n,,A+n, R+ Eff o n,, AR+ Eff 0 (AR), Eff 8. egyenlet

2 2

ahol (a még élnem fordult jel6lések)A — az agonisteEff — a hatas Iétrehozasaban
kozremikods posztreceptorialis elemek, melyeknek csak az atgpmeceptor komplexhez
van szamottay affinitasa (,effektor”; az 5. abran mint ,kozvetitszerepel)AR— az
agonista-receptor komplexAR)n, Eff — az agonista-receptor-effektor kompléx;illetve
k' — az asszociacié illetve a disszociacié sebesséyiddja az agonista-receptor-effektor
komplex esetébemy,, — az egy agonista-receptor-effektor komplexbet Byonista-

receptor komplexek szama.

A 8. egyenlet elsrészében szerdpanyagok egyensulyi koncentracioi
kifejezhetek a Hill-Langmuir egyenlet segitségével, a masoétizhez tartozé egyensulyi
koncentracidkat pedig egy adebvel alakilag azonos 6sszefliggés adja meg (Black és
Leff, 1983):

[AR] =[R] B[A][+]K 9. egyenlet

Nop
[(AR), Eff]~E=E,_ 0O [AR] .
op [AR]nop + KE op

10. egyenlet

ahol (a még nem definialt jeloléseki] - az agonista koncentraciéj&H — az
agonista-receptor komplex koncentracidfa;- az agonista-receptor komplex egyensulyi
disszociacios allanddja, ami megegyezik a féltel@§onista koncentracioval, mivel a 9.
egyenlet nem tartalmaz (&Hklonboz) kitevdt; [(AR)n, Eff] — az agonista-receptor-
effektor komplex koncentraciéja (amedyfeltételezzik, hogy egyenesen aranyos a
hatassal)En, — az adott rendszerben eléthataximalis hataKe - a félmaximalis E-et
létrehoz6 agonista-receptor komplex koncentraci@0Aegyenletben szeréph,p, Noha a
8. egyenletbl szarmazik, a gyakorlatban inkabb a jelatvitelszgé jellemzi, semmint a
szignaltranszdukcié molekularitasat, hasonloéanlialldngmuir egyenlet Hill
koefficienséhez a kétlés molekularitasat illéen. Ennek megfeléén az gy-ot

altalanossagban operativ slope faktornak nevezik.

A 9. egyenlet 4ltal kifejezett [AR]-t beirva a Hyjyenletbe:
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_ (A ORI)™
E=E
" DM OR1)™ + (K Al +K,))™

11. egyenlet

Bevezetve a-t mint operativ hatékonysagat£ [Ro]/Kg), amely az agonista
hataslétrehozo6 képességének (efficacy) mértékabb@vegyszésitve az agonista

koncentracidjanak jelélését ([A] = c), a 11. eggtra kdvetkedképpen alakul:

(cr)w
E=E
"Hem)v + o+ K,

12. egyenlet

Az operativ modell egyenlete (12. egyenlet) koardil illeszthet a megfelad E/c
gorbékre (Id. lentebb), ily médon megbecsidheKa, E, ést értéke (Black és Leff, 1983;
Kenakin, 2009). Ezek kozll axMiziko-kémiai allandd, mig az k€és ar inkabb

empirikusak (Giraldo és mtsai, 2002).

Az operativ modell illesztése tehat kétvaltozo€E)c,négyparaméteres {EKa, ,
Nop) Nemlinearis regresszidanalizis, amelyet a Saglknlethez hasonléan globalisan kell
illeszteni egy nativ és egy antagonista altal ly@feblt E/c gorbére. Az illesztés soran az
Em, Ka €és R, paraméterek kertilnek megosztasra. A Schild as@lialtésen azonban itt
az antagonista irreverzibilis, egy koncentraciobkalmazzak (akkoraban, hogy jelésen
csokkentse, pl. felezze a nativ E/c gorhgdat), tovabba szabad formaban mar nincs jelen
a E/c gorbe felvételekor @@oleg kimossak a rendszéih A két 6sszetartozé E/c gbrbe
tehat a funkcioképes receptorok alt&oncentraciojaban kilénbozik. Ezt az illesztett
egyenlet gy veszi figyelembe, hogy paraméter eltérhet és csak a masik harom
paraméter kdteléen azonos a nativ és a depletalt receptorkdisEletgérbe esetében
(Motulsky és Christopoulos, 2004).

Az operativ modellel szemben kritikaként fogalmazbdheg, hogy
reakciéegyenlete (8. egyenlet) nem kezeli kuld$gnt az agonista-receptor komplex
aktivalodasat (Colquhoun, 1998, 2006; Bindslev,8@08miatt a 12. egyenlet illesztésével
kapott K értékek Colguhoun szerint nem becsiilik pontosaaganista-receptor komplex
egyensulyi disszociacios konstansat (az un. mikaskus affinitast), mivel ezeket aaK
értékeket nem csak a mikroszkopikus affinitas lvatZa meg, hanem az agonista efficacy-
je is (melyet meghataroz a receptor aktiv konfoigi#juttatasanak képessége is). A 12.
egyenlettel meghatarozott a lertékeket ezért megkiulonbdztetésil makroszkopikus
affinitasnak nevezte el (Colquhoun, 1998, 2006).

29



2.8.4. A Furchgott modszer

Furchgott moédszerét agonistak affinitasanak megbzé&ara fejlesztette ki.
Kivitelezésekor — az operativ modszerhez hasoréamneceptorok egy részét véglegesen
mukddésképtelenné kell tenni. A Furchgott médszeradggaz irreverzibilis antagonista
altal nem inaktivalt receptorok hanyadat is (Fuathgl966; Furchgott és Bursztyn, 1967).

Mivel a Furchgott médszer nativ és depletalt remdqgtszlell szovetek E/c
gorbéinek dsszehasonlitasan alapul, a E/c gorigieinugy kell félvenni, mint az operativ
modszer esetében. Ezutan a két dsszetartozo e géhany énkényesen kijelolt hatas
értékéhez tartozo agonista koncentraciokat parodiedl oly médon, hogy a depletélt
receptorkészlet mellett felvett E/c gorbe konces@jahoz €') kell rendelni a nativ E/c
koncentracié parokra Furchgott egyenletét illesnegkaphatjuk a hasznalt agonista
affinitdsét a receptorhoz és az irreverzibilis gotasta altal nem inaktivalt receptorok

aranyat a nativ receptorokhoz képest:

K, lclq

=t 13. egyenlet
K, +cllL-q) i

ahol:c — a nativ E/c gorbéhez tartozo agonista koncentrédc- a depletalt
receptorkészlet mellett felvett E/c gorbéhez tartagonista koncentraci&s — az agonista-
receptor komplex egyensulyi disszociacios konstamsaa nem inaktivalt receptorok

hanyada az irreverzibilis antagonistaval kezeltdgiai rendszerben.

A Furchgott modszer egy kétvaltozos (¢, ¢), kéhpagteres (K, q) nemlineéris
regresszidanalizis. Egyenletét egyetlen E/c gorbéltalleszteni, amelyet egy nativ és egy
részlegesen inaktivalt receptorkészlet mellettettl/c gorbe adataibdl lehet
meghatarozni. Hatranya, hogy a korabban targyattsnérekkel szemben egyenlete nem
illeszthe® kozvetlenil E/c gorbékre illetve gorbecsaladokmar¢hgott, 1966; Furchgott és
Bursztyn, 1967).

Az operativ modellel szembeni kritika a Furchgoftdseert is érinti, mivel ez
utébbi is a 8. egyenletben vazolt reakcidegye#latinlul ki. Eszerint a 13. egyenlet
illesztésével meghatarozotikertékek is az un. makroszkopikus affinitast hatdéak meg,
mint a 12. egyenlet illesztésével kapottak (Colauhd 998, 2006).
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2.8.5. A receptorialis valaszkészség modszer (RRM)

A receptorialis valaszkészség médszer (receptasgonsiveness method: RRM)
egy agonista receptorkdzeli koncentraciéjanak akwekedését képes kvantifikalni. A
korilményekdl fliggéen kdzvetlenlil is megadhatja az agonista koncabtraivekményét,
de e helyett altaldban egy masik agonistalglel ekvieffektiv koncentricidjat szolgéltatja
(Gesztelyi és mtsai, 2004).

Az RRM elvét a kdvetkezgondolatkisérlet szemlélteti. Vegyunk egy bioldgia
rendszert €s egy agonistat, amelyik szelektivesitjgg rendszerben talalhatd egyik
receptort. Ha az adott agonista egy dézisat kétefjak be a rendszerbe, de a masodik
beadas soran kiindulasi allapotnak a? elézis bemérése utan kialakult allapotot vesszik,
kisebb véalaszt tapasztalunk, mintéets Ezt a jelenséget az magyarazza, hogy &z els
dozissal beadott agonista molekuldk a receptorgkégzéhez kddve és azokon hatas
kivaltva ,elhasznaltak” a rendszer valaszkészsdgéng részét. Emiatt a masodik dozissal
bemért agonista molekulak szamara mar kevesebldzabeptor és a maximalisnal
kisebb valaszkészseég allt rendelkezésre. Ha a $&sdizis akkora, ami mar azéels
beadaskor (gyakorlatilag) maximalis valaszt valinkasodjara adva teljes
valaszképtelenséget tapasztalunk.

Ez a jelenség nem a receptorok deszenzitizacidgguszik. Deszenzitizaciorol
akkor beszélunk, amikor a hatas korrekt meghat&regatén is elmarad a varakozastol
(tehat akkor is, ha a beadott agonista csak szditéldelyi receptorokkal talalkozik). A
fenti esetben azért kaptunk csokkent valaszt, nert vettiik figyelembe a rendszerben
lévé agonista molekulak egy részét és az ezek altaltkit hatast. Olyan rendszerben
meértlnk tehat kisebb valaszt, amely a% elgonista ddzis eltavolitdsa utan a masodik

dozisra a szokasos nagysagu valaszt adta volna.

A fentiekben bemutatott jelenség akkor is megfiggél, ha a masodjara beadott
agonista mas, mint az élscsak a sejtben ugyanazt (vagy nagyjabdl ugyamgetitviteli
rendszert hasznaljak, tehat ugyanazt a ,valaszidgsicitast” fogyasztjak. Ehhez elég, ha
ugyanazon a receptoron agonistdk,mar az is, ha kilonbézeceptorhoz kédve, de
ugyanolyan maédon befolydsoljdk ugyanazt (vagy ragdlj ugyanazt) a szignalizaciot
(Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2@MEOD).
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Nevezzik a bioldgiai rendszerbeddént keriib €s a késbbiekben figyelmen kivl
hagyott agonistat torzité agonistanak, mig a reznttezmasodijéra kekilgs figyelembe vett
agonistat teszt agonistanak. Nevezzik tovabba laatsest, melyet a teszt agonista a torzito
agonista jelenlétében hoz létre, torzult hatasmag,a teszt agonista €s a torzitd agonista
korrekt kiértékelés esetén kaphatd kozos hatésdtdattan hatdsnak. A torzult és a
torzitatlan hatas k6zott a kovetkedsszefliggés all fenn (Gesztelyi és mtsai, 2004;

Grenczer és mtsai, 2010a):

1001 (100~ E)
100- E

E'=100- 14. egyenlet

bias

ahol:E’ — a torzult hatas (melyet a teszt agonistanaldmiatunk, de valéjaban a
torzitdé agonistaval k6zdsen kivaltott hatas, anaraitdé agonista figyelmen kivil hagyasa
miatt inkorrekt);E — a torzitatlan hatas (a teszt agonista és adagbnista korrekt
kiértékeléssel kapott kozos hatada),s— az hatas, melyet a torzitd agonista 6nmagaban

hoz létre (és ami figyelmen kivil van hagyva atirhatas meghatarozasakor).

Amennyiben egy rendszerben valamely okbdl néeggy agonista koncentracidja, a
14. egyenlet alapjan bizonyos (kbb részletezeriy feltételek teljesiilése esetén léiselg
van az adott agonista tobblet (mint torzité aganksincentracio) kvantifikalasara. A
meghatarozas pontossagahoz minél tdbb adatra uaeéy Ezt legjobban két E/c gbrbe
felvétele biztositja az adott rendszerben: adt elgorzité agonista tébblet hianyaban, a

masodikat pedig jelenlétében kell felvenni.

A torzité agonista koncentracio becslésehez défink&ll a hatas és a hatast
létrehoz6 agonista koncentracio kozoétti kapcsoldidtel az E és az fzsegyarant
torzitatlan hatasok, kifejezlidt barmely olyan modell alapjan, ami kvantifikalj&é
kapcsolatot. Az egyik legegys#bb és legaltalanosabb ilyen modell a Hill egyerdately

Ve

vissza (Gesztelyi és mtsai, 2012).

A Hill egyenlet és a 14. egyenlet kombinalasadvalrault hatds visszavezettiet

V4

E/c kapcsolat Hill modell szerinti jelleréize (Enax EGso, N) (Gesztelyi és mtsai, 2004,
Grenczer és mtsai, 2010a). A torzult hatas értékaekerzitd agonista jelenlétében felvett

E/c gbrbe szolgéltatja, a Hill paramétereket pedigrzité agonistatdl mentes E/c gorbe (a
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teszt agonista koncentraciok megegyeznek a keyd@ténél). Az RRM kombinalt
egyenlete tehat egyetlen variabilis paraméteraladz, ez a torzitd agonista
koncentracidja, amelyet ugy kaphatunk meg, ha abkodft egyenletet a torzité agonista

jelenlétében felvett E/c gorbére illesztjuk.

A torzit6 agonista koncentraciojatie meg kell kilonbdztetni az RRM egyenlete
altal szolgaltatott becslést(cy), mivel nem feltétlen ugyanarra az agonistéra tkamnak

(tehat szamértékre sem egyeznek meg szikségsyeEz alapjan az RRM egyenlete:

10001100~ E (o + )’
" [‘(CX + CteSt)n + ECETO

Cn

X

n n
c, +EC,

E'=100-

15. egyenlet
100-E,

ahol:E’ — a torzult hatas (aigs figyelmen kivil hagyasaval meghatarozott hatas);
Cest— @ teszt agonista koncentracio (a E/c gorbélétele soran beadott agonista
koncentracidja)Emax ECso €sn — az el§ (cyias= 0) E/c gorbének a Hill egyenlet illesztése
révén nyert paraméterei (az intakt E/c kapcsolabile ¢, — a teszt agonista azon
koncentracidja, amely ekvieffektiv giszel (vagyis a,ebdl szamolhat6é hatas egyéra

torzitdé agonista koncentracié altal kivaltott hatlsk = Eyia).

Az RRM nem igényli a teszt és a torzitd agonistgeegsét, csak azonos hatast kell
kivaltaniuk ugyanazon a sejten. Ha a teszt észitéoagonista ugyanaz, az RRM
agonista koncentraciot adja meg, amelyik egyéialttdst képes kifejteni a torzité agonista
koncentraciéval (vagyisc& Guias de & = a9 (Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és
mtsai, 2010a). Noha a konkrét koncentracié-bedsdéznosabb eredmény, mint az
ekvieffektiv koncentracio becslése, lehéingle is annak, ha a torzité és a teszt agonista
nem azonos. A teszt agonista stabilitasa és jazidfa néveli a meghatarozas pontossagat.
Ezaltal az, hogy az RRM megengedi a torzité és tegonista kilonbézégét, lehévé
teszi, hogy bomlékony torzitdé agonistdk koncen@raivekedését stabil teszt agonistak
segitségével becsuljuk meg, még ha csak egy ekkiéffkoncentracié formajaban is. Az
RRM legfontosabb éhye, hogy egy olyan nehezen vizsgalhat6é szovetigestmentél ad
informaciot, mint a receptorok mikrokdrnyezete (@elyi €s mtsai, 2004; Karsai és mtsai,
2006, 2007).
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Az RRM tehat kétvaltozos g, E’), egyparaméteres,jmemlinearis
regresszidanalizis. Noha egyenletét (amelyik ardddell felhasznalasa esetén a 15.
egyenlet) csak egy E/c gorbére kell illeszteni,eqghatarozas igényli egy nativ (torzitatlan)
E/c gorbe felvételét is ugyanabban a rendszerberzt@lyi €s mtsai, 2004; Grenczer és
mtsai, 2010a).

Az RRM alkalmazasanak tobb feltétele is van, anletggesiilése befolyasolja a

maodszer pontossagat (Gesztelyi és mtsai, 2004;02eees mtsai, 2010a, 2010b):

1. A hatasnak jol mérhének kell lennie.

2. Ateszt agonista legyen stabil és jOl penetralGe@@dtal a koncentraciok is pontosan

szamolhatdak — esetleg méek — legyenek).
3. A chiasnem valtozhat a masodik E/c gorbe felvétele alatt.

4. Az Epiasa teszt agonista torzitatlan E/c gorbéjén — szayaiitmikus abrazolas
mellett — essen az alsé és éetgirbilet kozotti kvazi linearis szakaszra. (Eeltétel ebre
nem ellerizhe®, de altalaban nem okoz problémat, mivel a kvamdris E/c gorbe
szakasz magaba foglalja az adott receptor biol&giepe szempontjabdl legfontosabb

koncentracioé-tartomanyt.)

5. A meghatarozas alatt a receptorok érzékenységesakkazhat. Mivel agonista
(féleg full agonista) tartdés expozicidja esetén aptmek ebbb vagy utdébb
deszenzitizalédnak, az RRM az akut koncentraciéekédés becslésére alkalmas lassan

deszenzitizal6dé receptorok kérnyezetében.

6. Ha atorzitd és a teszt agonista nem azonos, faiakmias tulajdonsagaiknak
hasonlitaniuk kell egymasra. Ha valasztani lehtetzté agonistaénal kisebb illetve
nagyobb hatéaskivaltd képessdgfficacy-ji) teszt agonista koz6tt, a kisebbet érdemes
vélasztani. A teszt agonista efficacy-jének alsdédtfat az a jelenség jeldli ki, amikor g4
jelenlétében a teszt agonista koncentracio-dugggativ hatast valt ki (ilyen E/c gorbére az

RRM egyenlete nem illeszttigt

7. Ateszt agonista fcanak érdemes kozel lennie a torzitdé agonigta-&hoz az
adott rendszerben. Ebben az esetben ugyanis, Ba.g& teszt agonista torzitatlan E/c
gorbéjének kozépsszakaszara esik, akkor a torzitd agonista sagag@&beéjén is a kozéfs
szakaszra fog esni, ami ndveli a becslés pontosdaga szempont lehidég ne tk6zzon

a 6. pontban megfogalmazottakkal.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Vegyszerek és oldatok

Az 4ltalunk hasznalt vegyszerek: Na-levotiroxin fadidrat (T, tiroxin), NECA
(5'-(N-ethylcarboxamido)adenosine), CPAbyclopentyladenosine), CHA (N
cyclohexyladenosine), CPX (8-cyclopentyl-1,3-diprianthine), FSCPX (8-cyclopentyl-
N3-[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-&propylxanthine), NBTI (S-(2-hydroxy-5-
nitrobenzyl)-6-thioinosine) és adenozin, melyek&igma-tél (St. Louis, MO, USA)

vasaroltunk.

A tiroxint 0.01% NaOH tartalmu fiziolégias sooldatboldottuk. Az adenozint
36°C-0s modositott Krebs-Henseleit pufferben (Krelukat) oldottuk fel. A NECA, CPA
és CHA oldo6szere 36°C-o0s 1:4 etanol:viz (v/v) olddt. A CPX, FSCPX és NBTI oldasa
dimetil-szulfoxidban (DMSO) tortént. Minden térzdat 10 mM-os volt, kivéve azt,
amelyet a 3 mM-os szervkadbeli adenozin koncerdrélérésére hasznaltunk (erre a célra

20 mM-os adenozin tdrzsoldatot készitettiink koevetl a felhasznalasat).

A torzsoldatok higitasahoz Krebs-oldatot haszn&ltdnKrebs-oldat 6sszetétele
(mM-ban) a kévetkazvolt: NaCl: 118, KCI: 4.7, CaCl2: 2.5, NaH2P0O4:MgCl2: 1.2,
NaHCO3: 24.9, gliikoz: 11.5, aszkorbinsav: 0.1 (bitidlalt vizben). Az etanol illetve

DMSO szervkadbeli koncentraciéi nem haladtak még28%-ot illetve 0.1%-ot (V/v).

3.2. Allatok és preparatumok

Kisérleteinkhez 500-900 g testtonfidgm tengerimalacokat hasznéltunk fel. Az
allatok tartasa, ékezelése és feldolgozasa 6sszhangban volt a DelbiEeggetem
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak Etikai Kodavel és a vonatkozo Eurdpai Unids
eléirasokkal (DE MAB 35/2007.).

35



3.2.1. In vivo tiroxin-kezelés

Az els) vizsgalati modellben résztvééllatok egyik része naponta 3@§/kg Na L-
tiroxin pentahidratot kapott 8 napon keresztulip.vivo tiroxin-kezelés), mig a tébbi allat
8 napon &t a tiroxin olddszerét kapta ip.\ivo olddszer-kezelés). Az allatokat a kilencedik
napon hasznaltuk fel.

3.2.2. A bal pitvarok preparalasa

A dekapitalt allatokbdl kivagott bal pitvarokat frillinewton (mN) nyugalmi
feszilés mellett Krebs-oldatot tartalmaz6 10 mézssrvkadakban (TSZ-04, Experimetria,
Budapest) flggesztettik fel (9. abra). A Krebs-twtkarbogénnel (95% s 5% CQ)
szelbztettik (pH=7,4; 36 °C). A pitvarok platinaelektaddkeresztili pontszéiingerlését
a felflggesztés utdn azonnal megkezdtik egybegpitgframozhat6 stimulator (ST-02,
Experimetria, Budapest) éssfto (PST-02, Experimetria, Budapest) segitségével a
kiszObfeszlltség kétszeresét alkalmazva (kb. 1WNz,3l ms impulzusszélesség). A
kontrakcids eft az izometrids dsszehtz6dasok amplitidojavalmedik, amit
transzducerrel (SD-01, Experimetria, Budapesteksisitovel (SG-01D, Experimetria,
Budapest) mértlunk, valamint poligraffal (R-61 6QW#edicor, Budapest) rogzitettlink.

3.3. Kisérleti protokollok és csoportok

A disszertacio két célkitlizésének megfeléén az alkalmazott kisérleti
protokollok két vizsgalat valamelyikéhez tartoztAk. els vizsgalati modell célja a
tiroxin-kezelés hatasanak felderitése volt a tang@ac pitvari A receptor ortoszterikus
kotohelyének affinitdsara, a masodiké pedig a tengdaier@tvari A receptor rezerv

nagysaganak meghatarozasa a direkt negativ inbadsra nézve.
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9. &bra. Izolalt szervi kadak, tetejukdn fehér teflon szartb, amely hasznélatkor a
szervkad belsejébe kerul.
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Az els vizsgalati modellhez két protokoll tartozott. Azptotokoll soran az A
receptor agonista az adenozin volt, a 2. soranfAa BRnasodik vizsgalati modell hét
protokollbol allt. Az el§ négy és az utolsé protokollhoz szintetikusr@ceptor agonistakat
(NECA, CPA, CHA) is hasznaltunk, mig az 5. és @tgkollhoz csak adenozint.

3.3.1. Az Aadenozin receptor CPX iranti affinitdsdnak vizegaladenozinnal

Az 1. protokollhoz két csoport tartozott: az S19phés a T1 (n=9) csoport. Az S és
a T betik (itt és a ké8bbiekben is) az allatoik vivo oldészer- (,solvent”) és tiroxin-

kezelésére utalnak, a szam pedig (itt é$léss) a protokoll szama.

1. protokoll: Az S1 és T1 csoportok pitvarai (az elektromos ildgemegkezdése
utan) 25-30 percig Krebs-oldatban inkubalédtak,drigOuM adenozint kaptak 1-2 percre
(,edzés”). 15 perces moséas utan a pitvarokhogl MMSO-t adtunk (mint a CPX
oldbszerét), majd kumulativ E/c gorbét vettiinkrégluk adenozinnalS1 Kontroll gorbg
Ezutan 15 perces mosas jott, majd 20 prerdtro kezelés 0.1M CPX-szel, utdna (mosas
nélkil) egy Ujabb kumulativ E/c gérbe adenozin&dl 0.1uM CPX gorbg. 15 perc mosas
utén 20 perdn vitro kezelés jott 1IM CPX-szel, majd kumulativ E/c gorbe adenozinnal
(S1 1uM CPX gorbg. Ujabb 15 perces mosas utan 20 pendgtro kezelés kovetkezett 10
uM CPX-szel, azutan kumulativ E/c gérbe adenozi(@al10uM CPX gorbg.

3.3.2. Az Aadenozin receptor CPX iranti affinitdsanak vizegalCPA-val

A 2. protokoll hat csoportot foglalt magaba: S2 Kot (n=10), S2 IuM CPX
(n=7), S2 1QuM CPX (n=7), T2 Kontroll (n=9), T2 1M CPX (n=7), valamint T2 1QM
CPX (n=7).

2. protokoll: 40-45 perces inkubéciot kbéven ebszor minden pitvaron felvettiink
egy kumulativ adenozin E/c gorbét. (Ennek céljaréspt a pitvarok edzése volt, masrészt
az adenozinnal szembeni valaszkészség felmérésmleéxozin azért alkalmas erre a célra,
mivel gyors metabolizmusa miatt hamar eliminaléaipreparatumbdél és nem hagy maga
utan zavaré bomlastermékeket (Wilbur és Marchlins897).) Ezutan 15 perc mosas
kovetkezett, majd 20 pema vitro kezelés jott a kovetkézlrendezésben: a két kontroll
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csoport pitvarai 1@l DMSO-t kaptak, az S2 iM CPX és T2 uM CPX csoportban a
pitvarokhoz 1uM CPX-et adtunk, mig az S2 10/ CPX és T2 1M CPX csoport

pitvarai 10uM CPX-et kaptak. Ezt kovéen (ebzetes mosas nélkil) kumulativ E/c gorbét
vettink fel minden pitvaron CPA-val. (A CPA lasdiimgnacidja miatt (Pavan és IJzerman,
1998; Gesztelyi és mtsai, 2004) igen lassan modia@itvarokbdl, ezért lemondtunk az
onkontrollos kisérleti elrendezérhelyette killon kontroll illetve CPX-kezelt csapakat
alakitottunk ki.)

3.3.3. Az FSCPX tulajdonségainak vizsgélata izgiéltaron

A 3., 4. és 5. protokoll egyarant két-két csopofogialt magaba, melyeket a
nevikben szerepIN (=in vitro olddszer-kezelt) és X (m vitro FSCPX-ebkezelt) befik
kilonbdztetnek meg: NECA N25 (n=3), NECA X25 (n=§ECA N-W (n=3), NECA X-
W (n=3), NECA N+W (n=3) és NECA X+W (n=3).

40-45 perces Krebs-oldatban val6 inkubacio utaitvarmmkon kumulativ E/c gorbét
vettiink fel adenozinnal (edzés és az adenozineahlseni valaszkészség felmérése

céljabdl). 15 perc mosas utan protokollféigg vitro kezelés kdvetkezett:

3. protokoll: 25 perc inkubé&cié 10l DMSO-val (NECA N25 csoport) illetve 10
uM FSCPX-szel (NECA X25 csoport), majd 75 perc mpsas

4. protokoll: 10 perc inkubacié 10l DMSO-val (NECA N-W csoport) illetve 10
uM FSCPX-szel (NECA X-W csoport), melyet nem koveisas;

5. protokoll: 45 perc inkubé&cié 10l DMSO-val (NECA N+W csoport) illetve 10
uM FSCPX-szel (NECA X+W csoport), majd 120 perc nssa

Az in vitro kezelés utan valamennyi pitvaron kumulativ E/dgbwettink fel
NECA-val.

3.3.4. Az Aadenozin receptor rezerv vizsgélata NECA-val, Gakés CHA-val

A 6. protokollhoz eredetileg hat csoport tartozbEECA N (n=8), NECA X (n=7),
CPA N (n=7), CPA X (n=7), CHA N (n=7) és CHA X (nx@\z N illetve az X a csoportok
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nevében ai vitro oldészer- illetve FSCPX &kezelésre utal. Kébb, a 8. és 9. protokoll
kivitelezésével egyidéjeg két Ujabb csoporton is végrehajtottuk a 6.qiolit, ezek

voltak a P6 Kontroll (n=11) és P6 FSCPX (n=12). &Kontroll csoport protokollja
megegyezett a CPA N csoportéval, a P6 FSCPX csppaidkollja pedig a CPA X
csoportéval. (A kisérletek megismétlésére azéttsailkség, hogy azon az allatallomanyon
is meglegyenek a 6. protokoll altal biztositottealatok, amelyen a 8. és 9. protokoll

készult.)

6. protokoll: 40-45 perc Krebs-oldatban val6 inkubacié utanteapokon
kumulativ adenozin E/c gorbét vettiink fel (edzéazadenozinnal szembeni valaszkészség
felmérése céljabol). 15 perc mosas utan 45 pendiaio kdvetkezett 10l DMSO-val (N
jelzédi csoportok) illetve 1M FSCPX-szel (X jelzéscsoportok), melyet 75 perc mosas
kovetett. Azin vitro kezelés utdn minden pitvaron kumulativ E/c goveétiink fel a

csoportnévben jelzett szintetikus Aeceptor agonistaval.

3.3.5. Az Aadenozin receptor rezerv vizsgalata adenozinnaff probalkozas

A 7. protokollhoz egyetlen kisérleti csoport tadtizP7 csoport (n=8).

7. protokoll: 25-30 perc Krebs-oldatban valé inkubaciot kéeeta pitvarok 100
uM adenozint kaptak 1-2 percre (edzés). 15 perc sotm a pitvarokhoz 1d DMSO-t
adtunk (mint az FSCPX olddszerét), majd kumulafivgérbét vettiink fel rajtuk
adenozinnalR7 Kontroll gorb@. 15 perc mosas utan 45 perc inkubacio kovetkdfativ
FSCPX-szel, majd 75 perc mosas. Ezutan Gjabb kum@denozin E/c gorbét vettiink fel
(P7 FSCPX gorbe

3.3.6. Az Aadenozin receptor rezerv vizsgalata adenozinnakadik prébalkozas

A 8. protokollhoz szintén egyetlen csoport tarttize8 (n=7).

8. protokoll: 25-30 perc Krebs-oldatban valé inkubéacié utanteapok 100uM
adenozint kaptak 1-2 percre. 15 perc mosast kéwvea pitvarokhoz 10l DMSO-t adtunk,

majd kumulativ E/c gorbét vettlink fel rajtuk adeinozal (P8 Kontroll gérbe. 15 perc
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MOsAas utan a pitvarokat 15 percig inkubaltulllONBTI jelenlétében. Ezutan (&etes
mosas nélkil) kumulativ adenozin E/c gorbét vettiehkP8 NBTI gorbg 20 perc mosas
utan 45 perc inkubacio kovetkezett i FSCPX-szel, majd 60 percig mostuk a
preparatumokat. Ezt kovin a pitvarokat 15 percig inkubaltuk @™ NBTI-vel, majd
(szintén mosas nélkil) tjabb kumulativ adenozingdtbét vettiink felR8 FSCPX+NBTI

gorbe.

3.3.7. Az Aadenozin receptor rezerv vizsgalata adenozinraintadik prébalkozas

A 9. protokollhoz két csoport tartozott: P9 Konti@i=8) és P9 NBTI (n=8).

9. protokoll: 40-45 perc Krebs-oldatban valé inkubacié utanteapokon
kumulativ E/c gorbét vettiink fel adenozinnal (azésdés az adenozinerg valaszkészség
felmérése érdekében). 15 perc mosas utan a pitatdkpercig inkubaltuk 10l DMSO
(P9 Kontroll csoport) illetve 1M NBTI (P9 NBTI csoport) jelenlétében. Ezutans@dtes

mosas nélkil) kumulativ CPA E/c gorbét vettink fel.

3.4. A koncentracié-hatas gorbék kiértékelése

Kiértékeléskor aigiin egymas utan regisztralt egyedi rdngasok alsélgs f
burkolégorbéjének tavolsagat (amplitado) vettikdigmbe, mint kontrakcids &r(10.
abra). A E/c gbrbe adott koncentracidjanak beadt@&samegkerestik a kialakult legkisebb
kontrakciOs eft €s ezt hasznaltuk fel a hatas (valasz) kiszardbtis Hatasként a pitvarok
kiindulasi kontrakcids erejének szazalékos csok&éndefinialtuk:

e_Fo-F

[100% 16. egyenlet

0

ahol: E — a hatasko — a E/c gorbe kiindulasi kontrakcios erdje: az aktualis

kontrakcios &f.
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10. &bra. A regisztratum egy olddszer- (jobbra) és egy fimekezelt (balra) bal pitvar
kontrakcios erejét mutatja 1, 10 és 10@ adenozin (a 6-0s, 5-0s és 4-es jelzés a

i

regisztratumon) hatdsaradeétesn vitro kezelés nélkil). A éirdkarral $irtin egymas utan
regisztralt egyedi rangasok folytonos kék csikkéadtak 6ssze. A csikok kidlszélei az
alapfeszilést, belsszélei pedig a maximalis 6sszehlizodast jelzikjlsdlés belé szél
tavolsaga a rangasok amplituddja.

A E/c gbrbék empirikus jellemzése céljabdl a Hilyenletet (3. egyenlet)
illesztettilk, mind az egyedi, mind atlagolt E/clgékre. Atlagolaskor az azonos
koncentracidohoz tartozé hatdsok szamtani kozegeatak azon E/c gorbék esetében,
amelyek ugyanabba a csoportba tartoztak és ugyalnazagonistaval lettek felvéve
ugyanazon antagonista koncentracio jelenlétébendhaelen antagonista). Az egyedi E/c
gorbék empirikus paramétereit a csoportok dsszelisggeahoz hasznéltuk fel. Néhany
csoport esetében az atlagolt E/c gorbék empirikmaméterei bizonyos szamitasokhoz

kellettek.
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3.5. Az A illetve a Kz meghatarozasa

A Schild egyenletet (7. egyenlet) Motulsky és Clop@ulos (2004) ajanlasa szerint
globalisan illesztettiik az 1. és 2. protokoll gadedadjaira:

az S1 csoport négy adenozin E/c gorbéje;
a T1 csoport négy adenozin E/c gbrbéje;

a harom S2 csoport CPA E/c gorbéi;

b wnh e

a hdrom T2 csoport CPA E/c gorbéi.

A Schild egyenletet mind variabilis, mind rogzite$t=1) Schild koefficienssel
illesztettik. A két modell illeszkedésének F tesdatalé 6sszehasonlitasa utan a jobb
illeszkedés mellett kapott paramétert fogadtuldal.S=1 mellett volt jobb az illeszkedés, a

kapott A értéket egyszersmindgkhek is tekintettik.

A Schild egyenletet a E/c gorbék atlagolt adatilieaztettiik. Az atlagolas
kiegyenlitette az egyedi gorbék biologiai variasiat és a meérési hibakat, ami ndvelte a
kapott regresszids paraméterek megbizhatosagéil&zdsen fontos volt a 2. protokoll
esetében. A CPA lassan eliminalodik kisérleti reedénkl®l (Gesztelyi és mtsai, 2004),
ezért a hosszu kimosasbidlkerllése érdekében egy preparatumon csak egyEI®A
gorbét vettink fel. Emiatt a 2. protokoll soran terdtunk az dnkontrollos kisérleti
elrendezédil, igy a nativ és az egyes antagonista koncentgeiénlétében felvett E/c

gorbék kulon-kilén csoportokbdl kerdltek ki.

3.6. A Ky meghatarozasa

3.6.1. A K becslése az operativ modell felhasznalasaval

Az operativ modell egyenletét (12. egyenlet) Mdtulés Christopoulos (2004)
ajanlasa alapjan globalis illesztettiik a 6. égGtgkoll gdrbecsaladjaira:

1. aNECA N és NECA X csoportok NECA E/c gorbéi;
2. a CPA N és CPA X csoportok CPA E/c gorbéi;
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3. aCHA N és CHA X csoportok CHA E/c gorbéi;
4. aP7 csoport két adenozin E/c gorbéje.

Az illesztést megosztott,: Ka és np paraméterekkel végeztiink, csaklahetett
elté (amely csokken sikeres receptor inaktivacio utArRapott K, értékeket — a

meghatarozas modjabdél adédbéan — operathnik neveztik.

Nemcsak a CPA, hanem a NECA és a CHA is lassanib@mib szovetben
(Mathét és mtsai, 1993; Pavan és IJzerman, 1928)t mindharom szintetikus agonista
kimosasa hosszudgdami igénybe veszi a preparatumokat. A kisérleiditese érdekében
tehat az FSCPX &kezelést nem 6nkontrollal végeztik (hasonléanm@okollhoz).
Ellensulyozand6 az emiatt nagyobb biolégiai valitdst, a NECA, CPA és CHA E/c
gorbék adatait az egyes csoportokon bellil atlag@suaz atlagolt gorbékre illesztettik az

operativ modell egyenletét (12. egyenlet).

Az adenozint igen rovid féléletideje10 s) alkalmassa teszi 6nkontrollos E/c
gorbék felvételére, ezért a 7. protokoll soran aetenletet nemcsak az atlagolt adenozin
E/c gorbeparokra illesztettiik, hanem az azonostvfelvett individualis adenozin E/c
gorbékre is (P7 Kontroll gorbe és P7 FSCPX gorbe).

3.6.2. A K becslése Furchgott médszerével

A Furchgott modszerhez ugyanazon E/c gorbék adddégpztuk fel, mint az
operativ médszerhez. A kivitelezést illeh kis modositasokkal Dennis és mtsai modszerét
kovettik (1992). Az atlagolt E/c gorbék empirikuesgméterei (Rax EGso, N) alapjan a
Hill egyenlet (3. egyenlet) segitségével kiszamotkivaltdo koncentraciokat 12 altalunk
kivalasztott hatas értékhez: 5, 10, 20, 30, 406800, 80, 85, 90, 92 (a CHA esetében az
utolso hatas értéket elhagytuk). Az azonos agdrogtés azonos hatashoz tartozé
koncentracidkat parokba rendeztilk, majd az integgptorokhoz kapcsolodo
koncentracidkat abrazoltuk a depletalt receptonddloyhoz tartozé koncentraciok
logaritmusanak fuggvényében. Az igy kapott gorbékrechgott egyenletét (13. egyenlet)
illesztettik. A kapott K értékeket az operativakiol megkildénbozteteridFurchgott-féle

Ka-nak neveztik.
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3.7. A szézalékos receptor okkupancia meghatarozasa

A szazalékos hatakq) a maximalis hatas szazalékaban kifejezett hatas:

E, = EE [100% 17. egyenlet

max

A hagyoményos receptorelmélet szerint az agorkstétt receptorok szazaléka
(szazalékos okkupancia) az agonista koncentraél@ataz adott receptorhoz valé
affinitasatdél fugg (Clark, 1926):

c
+KA

Pos = [100% 18. egyenlet
ahol:c — az agonista koncentraciof&; — az agonista-receptor komplex egyensulyi
disszociaciés konstansa (az 50%-0s okkupanci&@lénd agonista koncentracipy; — a

szazalékos okkupancia.

A 3. és a 18. egyenletbkifejezhet a szdzalékos okkupancia és a hatés (illetve a

szazalékos hatas) kapcsolata:

Py, = 1 [100% 19. egyenlet
KA EﬁEmax _1)” +1
EC, | E

A 19. egyenletben szeréphatas (E) nem mért érték, hanem a kérdéses Bie gor

empirikus paraméteradbszamoltuk a Hill egyenlettel (3. egyenlet). llypdon az E — és
vele apy, is — tetsdleges agonista koncentraciéra meghatarozhato. Ady@nlet
segitségével megszerkesztettilk a NECA, a CPA é$fasg24zalékos okkupancia -

sz4zalékos hatas gorbéjét mind az operativ, mkwrehgott-féle K értékek alapjan.
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3.8. A receptor rezerv kvantifikalasa

A receptor rezervet egyrészt a PSR-rel/@Cso) jellemeztiik (Ruffolo, 1982),
masrészt kifejeztiik szazalékos formabarRiR,), a szazalékos hatas (17. egyenlet) és a

szazalékos receptor okkupancia (19. egyenlet) kiségekéent (Kenakin, 1987):
RR, = E,, — 0, 20. egyenlet

A 20. egyenlet felhasznalasaval meghataroztuk zaesiéos receptor rezervet a
NECA, a CPA és a CHA esetében mind az operativd miRurchgott-féle K értékekisl.
A szazalékos receptor rezervet végul a szazalékids fiiggvényében abrazoltuk

mindh&rom agonista esetén.

3.9. A CPA koncentracio-hatas gorbék NBTI okoztautasanak
kvantifikalasa

A nukleozid transzport gatlasa emeli az endogénaee interstitialis
Ha egy exogén adenozin receptor agonista nuklacmdzport gatlo jelenlétében kifejtett
hataséat agy vizsgaljuk, hogy figyelmen kivil hadyaz interstitialis adenozin
Karsai és mtsai, 2006; Grenczer és mtsai, 201Qad. Jigyelmen kivil hagyas” a jelen
vizsgélatok soran akkor valosult meg, amikor az NpTenlétében felvett E/c gorbék hatas
értékeinek kiszadmoladsahoz csak a 16. egyenletehlisk fel. Ennek megfelétn az
NBTI jelenlétében felvett és konvencionalisan szihmmatds értékekkel dbrazolt E/c
gorbéinket torzultnak tekintettiik, ahol is a tobzgonista koncentracioé (Id.: 15. egyenlet)
az endogén adenozin nukleozid transzport gatiGhedé&ialakult interstitialis

koncentracié-névekmeényey(g).

Mivel a CPA lassan eliminalddik az altalunk haszk@érleti rendszert (Pavan
és IJzerman, 1998; Gesztelyi, 2004), a CPA pitsgjtekbe valé felvételének NBTI altali

V4
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receptorok sejtfelszini kéhelyének kérnyezetében. Emiatt a nativ és NBThjétében
felvett CPA E/c gorbék kozotti kiilonbség oka dimt az a hatas, melyet az endogén
adenozin interstitialis koncentracio-tobblete fej(Karsai és mtsai, 2006). Eblkiindulva
az NBTI hataséara felhalmozaodott interstitialis aalgnt az ekvieffektiv CPA
koncentracidval (9 kvantifikaltuk oly médon, hogy az RRM egyenlef#b. egyenlet) a P9
NBTI csoport atlagolt CPA E/c gorbéjére illeszt&ttdz illesztett egyenlet a P9 Kontroll
csoport atlagolt CPA E/c gorbéjének empirikus paiimmeit tartalmazta (mint a torzitatlan

allapotot leir6 jelleméket).

3.10. Az NBTI jelenlétében felvett adenozin koncéab-hatas gorbék hatas

értékeinek korrekcibja

Amikor egy szdvet valaszat egy agonista koncerdradorzitva észleljuk egy
masik, egyiddjleg hatd agonista koncentracié figyelmen kivil Fesgymiatt, a torzulas
nagysaga annak a hatasnak a nagysagatol fugg, etradigyelmen kivil hagyott agonista
koncentracio fejt ki (és amit szintén nem vettliglyélembe; Id.: 14. egyenlet).
Feltételeztik, hogy az NBTI ugyanakkora interdigiadenozin koncentracio-névekedést
okozott minden pitvarban, akar adenozin, akar CRAgErbét vettiink fel rajta a
késsbbiekben. Ebbl kiindulva a torzult adenozin E/c gorbékhez tadt@zi.s (= Ex) értékek
kiszamitasa a 9. protokoll atlagolt CPA E/c goddéapjan meghatarozotf értékisl

tortént.

Feltételeztik azt is, hogy az endogén adenozin NB®kta interstitialis
koncentracié-novekedése ugyanakkora az intakt &5&#£ X-ebkezelt pitvarokon. Ez
alapjan a 9. protokoll intakt pitvarain meghatatbzget hasznaltuk fel mind a P8 NBTI
venni, hogy a g(pontosabban az ekvieffektiyi£ mas hatast képes kifejteni az intakt A
receptorokon, mint az FSCPX altal depletaltréceptor populéacion. Ezért meghataroztuk a
CPA E/c 6sszefuggését FSCPXiadzelt pitvarokon is (P6 FSCPX csoport), amely jdlap
kiszadmolhat6 a,chatadsa a depletalt;Aeceptorkészlétpitvarokon. (Ezzel pedig azt
feltételeztiik, hogy ha egy adenozin és egy CPA &oimacio ekvieffektivek intakt
pitvaron, akkor ekvieffektivek depletaly Aeceptoréllomanyu pitvaron is.)
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Az Epias értékeket a Hill egyenlet segitségével szamoltuk k

n

Epias = Ex = Enax E'% 21. egyenlet
Cc, +EG,

ahol: Epias— az a hatas, amelyet az NBTI jelenlétében inted&tan felhalmozodott
extra mennyiségendogén adenozin hoz létre (migdefinicidészeiien a ¢-bol szamolhato
hatas)c — a 15. egyenlettel meghatarozott teoretikus CBdckntracid, amely
ekvieffektiv az NBTI altal akkumulalt interstitigladenozin tébbletteEa, ECso, N —a P9
Kontroll csoport vagy a P6 FSCPX csoport atlagdhNE/c gorbéjének empirikus
paraméterei (Id. kébb).

Amikor az s értékét az atlagolt P8 NBTI gorbe korrekcidjahmamsoltuk ki, a P9
Kontroll csoport atlagolt CPA E/c gorbéjének enmipis paramétereit helyettesitettik be a
21. egyenletbe. Amikor az,kst az atlagolt P8 FSCPX+NBTI gorbe korrekciojahoz
hataroztuk meg, a P6 FSCPX csoport atlagolt CPAgBfbéjének empirikus paramétereit
irtuk be a 21. egyenletbe.

A torzult hatdsokbdl és a hozzajuk tartozpdertékldl a korrigalt hatdsokat a 14.

egyenlet atrendezett formajaval szamoltuk ki:

(100- E)1(100-E,.)
10C

E =100- 22. egyenlet
ahol:E - az atlagolt P8 NBTI vagy P8 FSCPX+NBTI gorbéteatozo korrigélt

hatas értékE’ — az atlagolt P8 NBTI vagy P8 FSCPX+NBTI gérbaenkkencionalisan

szamolt hatas értéke, amelyet torzultnak tekintéttt,i.s— az NBTI okozta interstitialis

adenozin tobblet hatasa az intakt vagy depletaledeptor populacioju pitvarokon (az

elébbi emlitések sorrendjében).

A 22. egyenlet segitségével kapott korrigalt hatéskek mind az endogén adenozin
tobbletet, mind az exogén adenozint figyelembe ike&z lehebvé teszi, hogy az NBTI
hatasat az adenozin E/c gorbékre az extracellatafedhalmoz6d6 endogén adenozin

okozta torzulds nélkiil vizsgaljuk.
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3.11. Adatelemzés

Minden pitvar esetében harom kritériumnak kellelfestlnie ahhoz, hogy
bekeriljon a statisztikai elemzésbe (ugyanakkoderinolyan pitvar adatait feldolgoztunk,

amely megfelelt a harom kritériumnak):

1. anyugalmi kontrakcios ének az el§ E/c gorbe felvétele étt el kellett érnie az 1
mN-t;

2. apitvarnak szabalyosan (az ingerlés frekvencidj&edlett 6sszehtzddnia;

3. az el$ adenozin E/c gorbe Egértékéhez legkdzelebbéeadenozin koncentraciora
adott valasznak a szamtani kdzép = 2 SD intervallutvellil kellett lennie. Az atlagot és az
SD-t az oldoszer- és a tiroxin-kezelt pitvarokrddkihataroztuk meg (azokra a pitvarokra,
amelyekre az etskét kritérium teljesilt). Az E€rhez legkdzelebb ésadenozin
koncentraciok 1@M illetve 100uM voltak az oldészer- illetve tiroxin-kezelt pitvaon

(az emlités sorrendjében).

Két adathalmazt, ha mindkéthormal eloszlasu volt és a varianciaik is homogénn
bizonyultak, parositott vagy parositatlan Studéte-f-probaval hasonlitottunk 6ssze. Ha
csak a normalitas vizsgélaton feleltek meg, Weltdl korrigalt t-prébat hasznéltunk.
Harom vagy tobb adathalmaz 6sszehasonlitdsat Nestmals post-teszttel kombinalt
egyszempontu varianciaanalizissel (one-way ANOV&gwismételt méréses
egyszempontu varianciaanalizissel (repeated-measngeway ANOVA) végeztik, ha
minden adathalmaz atment a normalitas vizsgalatanv@rianciak homogenitasanak
vizsgalatan. Ha barmelyik akar az egyik tesztanegbukott, Dunn poszt-teszttel
kombinalt Kruskal-Wallis probat hasznéltunk. A cedpk kdzépértékeinek kilonbségét
p<0.05 esetén tekintettiik szignifikAnsnak. Az aklattdltalaban szadmtani kozép + SEM
forméban kodzoltuk.

Olyan fuggvények esetében, amelyeken gorbeilleseéggeztink, az x tengelyen az
adott mennyiség tizes alapu logaritmusat abraz¢dnkel 6sszhangban az x mennyiség az
illesztett egyenletben is logaritmikus formabarnrspelt). Azokat a paramétereket,
amelyeknek a logaritmusa kévet normal eloszlassBG, 1, &, Ay), Ugy illesztettik,
hogy az egyenletben a logaritmusukat szerepeltenxluIlF.C%On helyett 15"09EC50). Ez azért
fontos, hogy a regresszios paraméterhez korrekidenmcia intervallumot kapjunk

(Motulsky és Christopoulos, 2004). A gorbeilleszpéscizitasat és ezaltal az eredmények
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megbizhatdésagéat a regresszids paraméterek 95%ntidéwmcia intervallumaval

jellemeztuk.

A statisztikai elemzéshez és a gorbeillesztési@mphPad Prism 4.03 for
Windows szoftvert hasznaltuk. A tobbi szamitastigsoft Office Excel 2003 vagy 2010

szoftverrel végeztik.
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4. Eredmenyek

4.1. Az A adenozin receptor CPX iranti affinitasanak valtaz8& napos

tiroxin-kezelés utan

4.1.1. A tiroxin-kezelés hatasa a tengerimalacskdenegére

A tiroxin-kezelt tengerimalacok kiindulési testtégeenem kilénb6zott
szignifikAnsan az olddszer-kezeltakén tiroxin-kezelés 9. napjara az oldészer-kezelt
allatok testtomege (atlag + SEM) 854 + 21 g-rol 8643 g-ra valtozott (nem szignifikans),
mig tiroxin-kezelteké 887 + 19 g-rél 687 + 14 gesdkkent (p < 0.0001).

4.1.2. Az Aadenozin receptor affinitas valtozasa adenozimedgalva

Az adenozin koncentraciofliggn csokkentette a pitvarok kontrakcids erejét, X CP
pedig koncentraciofidgn gatolta az adenozin hatasat mind olddszer-, tivioxin-

kezelés utan (11. 4bra).

Az S1 csoport és a T1 csoport 6sszehasonlitasgalagiroxin-kezelés
csokkentette a pitvarok E/c gorbéinek.at (89.74 + 1.23%5s.82.94 + 2.93%; nem-
szignifikans), novelte a logkgét (-4.72 + 0.0%5s.-3.88 £ 0.1; p < 0.0001) és csokkentette
a Hill koefficiensét (0.81 + 0.04s.0.7 £ 0.04; nem-szignifikans).

Az Osszetartozo E/c gorbék illesztése soran abidig&child koefficieng modell
illeszkedése szignifikAnsan jobb volt, mint az égysyi Schild koefficiens modellé, mind
az oldoszer-, mind a tiroxin-kezelt pitvarok esergbEblsl kdvetkedien a CPX létrehozta
géatlast az adenozin negativ inotrop hatdsaval seerokak pA értékkel (és nem pkvel)
tudtuk jellemezni (1. tablazat). Az olddszer-kepatfvarokhoz tartozo pAfigyelemre
méltéan nagyobb volt, mint a tiroxin-kezelt pitvinpA, értéke, mikbzben a 95%-0s

konfidencia intervallumok nem mutattak atfedéstraggsal (1. tablazat). Ez azt mutatja,
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hogy a CPX (ugyanakkora koncentraciéban alkalmaewasgbb gatlast hozott Iétre az
euthyreoid pitvarokon, mint a hyperthyreoidokon.

100~ 100
A B
3 S
o o
A N
0 0O S1 (Kontroll gorbe) 0 B T1 (Kontroll gérbe)
\© 757 R4 754
= ¢ S1 (0.1 uM CPX gérbe) o] = & T1 (0.1 uM CPX gérbe)
i_ ¥ S1 (1M CPX gorbe) i_ ¥ T1 (1 uM CPX gorbe)
‘g 504 4 S1 (10 uM CPX gorbe) ‘g 50| A T1 (10 M CPX gorbe)
o o
£ £
2 2
— —
© 251 © 251
(o) (o)
o) 5}
zZ zZ
O = I ‘ : ‘ OB : ‘
-8 -7 -6 5 -4 -3 -8 -7 -6 5 -4 -3
log[adenozin] log[adenozin]

11. abra.Az adenozin hatasa a kontrakcioéreroldészer-A) és tiroxin-kezeltB)
tengerimalacok izolalt bal pitvaran 0 (kontroll)101 és 1@M CPX jelenlétében. Az x

V4

tengely a pitvarok kontrakciés erejének csokkenaddéindulasi érték szazalékaban. A
szimbo6lumok az egyes koncentraciokra adott valasgokortatlagat jelzik (x SEM), a

gorbék pedig a rajuk globalisan illesztett Schigenletet (variabilis Schild koefficiens
mellett).

4.1.3. Az Aadenozin receptor affinitds valtozdsa CPA-val gébga

Az adenozin koncentraciofuggn gyengitette a 2. protokollban szeégptvarok
kontrakcios erejét is (12. abra).

Az azonosn vivo kezeléfi csoportok egyesitett adatait dsszehasonlitvar$SI2)
a tiroxin-kezelés csokkentette agazot (86.51 + 1.38%s.80.98 + 3.15%; nem-
szignifikans), novelte a logkget (-5.06 + 0.0%5s.-3.88 £ 0.1; p < 0.0001), valamint
csOkkentette a Hill koefficienst (0.88 £ 0.04.0.7 £ 0.04; p = 0.0044). Ezzel szemben az
azonodn vivo kezeléfi csoportokon beliil végezve az 6sszehasonlitagaamik, hogy
nincs szignifikns eltérés egy Hill paraméter dseésem, tehat az azonosvivo kezeléd

allatok pitvarai homogén populéciét képeztek azmadmra adott valaszra nézve (12. abra).
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V S2 1 pM CPX
A S2 10 upM CPX
7 ® T2 Kontroll
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Negativ inotrop hatas (%)
&

log[adenozin]

pedig a rajuk illesztett Hill egyenletet.

12. &bra Az adenozin hatdsa a kontrakciés
erore oldoszer- (Ures szimbolumok) és
tiroxin-kezelt (teli szimbélumok)
pitvarokon. Az abra a 2. protokoll szerinti
CPX-kezelés étti allapotot mutatja minden
csoport esetében. Az x tengely az adenozin
logaritmusat mutatja, mig az y tengely a
kontrakciés ef csokkenését a kiindulasi
érték szazalékaban. A szimbo6lumok az
egyes koncentraciokra adott valaszok
csoportatlagat jelzik (x SEM), a gorbék

ADENOZIN CPA

oldoészer tiroxin oldodszer tiroxin
pPA, 10.37 8.84 7.96 7.2
95% ClI 9.8 -10.93 8.35-9.33 7.61-8.3 6.86 —7.54
Schild k. 0.37 0.5 0.92 1.09
pKg 7.77 7.66 7.78 7.36
95% CI 7.64-7.9 7.53-7.79 7.69 —7.87 7.2-7.51
Kg (nM) 16.63 44.16

1. tAblazat. A szelektiv A receptor antagonista CPX hatasa az adenozin &fa C
kivaltotta negativ inotropiara izolélt, ingereltddkzer- illetve tiroxin-kezelt tengerimalac
bal pitvaron. A kapott értékeket az 6sszetartozégorton belll atlagolt) E/c gérbékre
globalisan illesztett Schild egyenlet szolgaltattariabilis Schild koefficiens mellett a
CPX hatésat a pAellemzi, mig S=1 esetén a pKA félkdvér szamok a preferalando
értékeket mutatjak, adtt szamok az elvetedttet. pA — a kontroll EG értéket
megkétszergzantagonista koncentracioé negativ tizes alapu iimgasa; plks —a CPX - A
receptor komplex ekvilibrium disszociaciés konstarek negativ tizes alapu logaritmusa;
Schild k. — Schild koefficiens; 95% CI — 95%-0s kdancia intervallum.

Az adenozinhoz hasonl6an a CPA is koncentracidféggyengitette a pitvarok

kontrakcios erejét, a CPX pedig koncentraciofiggggatolta a CPA altal kifejtett hatast

mind oldoszer-, mind tiroxin-kezelés utan (13. dbra
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Az S2 Kontroll és T2 Kontroll csoportok 6sszehagidsh alapjan a tiroxin-kezelés
csokkentette az g0t (88 £ 2.02%vs.81.64 + 2.72%; nem-szignifikans), ndvelte a
logEGsp-et (-7.36 £ 0.06/5.-6.9 £ 0.1; p = 0.001) és csokkentette a Hill kioefnst (0.98 +
0.04vs.0.74 + 0.05; p = 0.0016).

1004 100~
—_ A —_ B
o\° X
N N
& 759 & 759
% 0 S2 Kontroll % B T2 Kontroll
<= V S2 1 uM CPX = ¥ T2 1 uM CPX
o o I
) A S2 10 pM CPX O A T2 10 uM CPX
= 504 = 504
(@] o
£ £
= =
e e
@© 25 @ 251
(@] (@]
() ()
Pz Pz
A
[0)ii; e A ‘ ‘ ‘ : ‘ o) : : . . . )
11 10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 11 10 -9 -8 -7 -6 -5 -4

log[CPA] log[CPA]

13. abra.A CPA hatésa a kontrakciostes oldoszer-A) és tiroxin-kezeltB) pitvarokon 0
(kontroll), 1 és 1M CPX jelenlétében. Az x tengely az adenozin melari

V4

erejének csokkenését a kiindulasi szazalékaban. A szimbolumok az egyes
koncentracidkra adott valaszok csoportatlagathglziSEM), a gorbék pedig a rajuk
globalisan illesztett Schild egyenletet mutatjaksgggnyi Schild koefficiens esetén (S=1).

Szemben az 1. protokoll kisérleteivel (ahol ademepit az agonista), a CPA-val
felvett 6sszetartoz6 E/c gorbékre az egységnyil@&biefficiensi modell illeszkedett
szignifikansan jobban mind az olddszer-, mind @xiin-kezelt pitvarok esetében. A CPX
okozta gatlas tehéat a 2. protokoll CPA E/c gorbgeliemezhet a pKg értékkel (1.
tablazat). Az old6szer-kezelt pitvarokhoz tartokd magyobb volt, mint a tiroxin-kezelt
pitvarokra meghatarozott piKemellett a 95%-0s konfidencia intervallumok nesdték at
egymassal (1. tAblazat). Ez azt jelenti, hogy a @BKkisebb az affinitdsa a hyperthyreoid
tengerimalacok pitvari Areceptorahoz, mint az euthyreoidokéhoz. Mivel @ p&ztan az
antagonista és a receptor kblcsdnhatasat jellefimgmétientil a mért hatas jellegEés a

funkcionalis assay-hez hasznalt agonista tulajdyaisil), a kapott pK értekek kilonbsége
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az eu- és hyperthyreoid tengerimalac pitvarréceptorok ortoszterikus kitelyének
eltés szerkezetére utal.

4.2. A pitvari direkt negativ inotropia;Aadenozin receptor rezervje

4.2.1. A 3., 4., 5. protokollhoz és a 6. protokoédeti hat csoportjahoz tartozo pitvarok
adenozin-érzékenysége

A 3., 4. és 5. protokoll valamint a 6. protokolédeti hat csoportjanak adenozin E/c
gorbéi nem kulénboztek szignifikansan egymastblpzzajuk tartozé pitvarok tehat
homogén populéaciot képeztek (14. abra).

1007 & NECA NZS 14. abra A 3., 4., 5. protokollhoz és a 6.
® NECA X25 protokoll eredeti hat csoportjahoz tartozé
S O NECAN-W pitvarok adenozinra adott direkt negativ
2 51 o NECAX-W . Lz .
= inotrép valasza. Az x tengely az adenozin
o * NECA N+W L. L s p .
s % NECA X+W o molaris koncentraciojanak tizes alapu
5 501 o . . . .
s m NEGAX quarltmusat mutétja, az.y tengely pedig a
2 A CPAN pitvarok kontrakciés erejének csokkenését a
@© . SRS e 21,4
D 25 A CPAX kiindulasi ertek szazalekaban. A
Pz vV CHAN . p ;s
v CHAX szimbolumok az egyes koncentraciokra
o= : ‘ ‘ ‘ adott valaszok csoportatlagat jelzik (£
-7 -6 -5 -4 -3

log[adenozin] SEM), a gorbék pedig a rajuk illesztett Hill
egyenletet. A pitvarok itt még valamennyien
nativ A, adenozin receptor populaciéjuak. Az N jeizésoportok a késbbiekbenin vitro
oldészer, mig az X jelzéskin vitro FSCPX ebkezelést kaptak.

4.2.2. Az FSCPX viselkedése izolalt pitvaron

A 3., 4., 5. és 6. protokoll kontroll (N jelZBINECA E/c gorbéi nem kilonboztek
szignifikansan egymastoél. A szelektiv és irrevalal® ; receptor antagonista FSCPX az
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dsszes protokoll esetében (X jelz€soportok) gatolta a NECA hatasat (jobbra tolEH@
gorbéket) (15. abra).

100+ 100~
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Negativ inotrép hatas (%)
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501 501 O NECAN-W
/l ¢ NECA X-W

O NECAN25 /O NecAN

25 ® NECA X25 251 / B NECA X
O NECAN * NECA N+W
m NECAX % NECA X+W
0 9 -8 7 6 5 -4 0 9 -8 7 6 5 -4

log[NECA] log[NECA]

15. &bra.A 3., 4., 5. és 6. protokoll hatasa a NECA kivi#talirekt negativ inotropiara. Az

x tengely a NECA molaris koncentraciojanak tizegallogaritmusat mutatja, az y tengely
pedig a pitvarok kontrakcids erejének cstkkenésgéndulasi érték szazalékaban. A
szimbdélumok az egyes koncentraciokra adott valasgokortatlagat jelzik (+ SEM), a
gorbék pedig a rajuk illesztett Hill egyenletet. Wzelzés a csoportnévben (és a folyamatos
vonal) azin vitro FSCPX ebkezelés hidnyat jelenti, mig az X jelzés a csogmben (és a
pontozott vonal) aim vitro FSCPX ebkezelést mutatja. A NECA X-W csoport (vastag
pontozott vonal) annyiban kivételes, hogy ott aZPX végig jelen volt a E/c gorbe
felvétele folyaman.

A 10 uM FSCPX inkubaciés idejének 25 pétets percre valé ndvelése (NECA
X25vs.NECA X) csak kismértékben (és statisztikailag remgnifikans médon)
csokkentette a NECA negativ inotrop hatasat (18bm). EbBIl kbvetkeden nem volt

okunk tovabb ndvelni az FSCPX inkubacios idejét.

A 10 uM FSCPX kimosas nélkul (NECA X-W) szignifikéan novelte a NECA
logEGs0-ét az 6sszes tbbbi NECA csoporthoz képest (bekeégjat kontrolljat, a NECA
N-W csoportot is) (15. B abra). Ez arra vezathaessza, hogy a feleslegben adott (vagyis
az A receptorokhoz irreverzibilisen nem kapcsolodo8CIPX kompetitiven antagonizalja
a NECA hataséat a nem inaktivalt receptorokon. Héérteges, hogy az irreverzibilisen
nem ko6dott FSCPX frakcié ugyanolyan jél kimosédott 75@alatt, mint 120 perc alatt
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(NECA X vs.NECA X+W; 15. B abra). Vagyis, a 75 perces moghselegend a
felesleges FSCPX eltavolitasahoz.

4.2.3. Az Aadenozin receptor rezerv a szintetikus agonisté@ktnegativ inotrép

hatasara nézve

Kontroll E/c gorbék:A harom szintetikus agonista E/c gorbéi csak &g

értékben kulonboztek egymastdl az N jelzésoportok kozott (2. tablazat).

NECA N CPAN CHAN
Enmax (%) 97.76 + 0.48 96.81 + 0.93 95.35 + 1.52
l0gECso -7.68+0.04 -8.09 + 0.07 -7.37+0.1

# # +, *k*k
n 1.19 +0.07 1.01 +0.04 1+0.03

2. tablazat. A NECA, CPA és CHA direkt negativ inotrép hataga arotokoll intakt A
receptorallomanyu pitvaraira. Az\k, EGs €s n értékek az egyedi E/c gorbék Hill
egyenlettel vald illesztése soran kapott regresszadaméterek csoportatlagai (+ SEM). A
statisztikai szignifikancia mértékét jeleztik (#=SA N vs.CPA N;+: NECA Nvs.CHA

N; *: CPA Nvs.CHA N).

Az FSCPX hatasaz FSCPX ebkezelés szignifikAnsan névelte minden agonista
E/c gorbéjének logE4s-ét, ugyanakkor Iényegében valtozatlanul hagytB.azés az n
paramétereket a nekik megfélédontroll gérbékhez képest. Az FSCPX tehét jobbliata
E/c gorbéket, ami a kompetitiv antagonizmus képsétazza (15., 16. abra). Ez azt jelenti,
hogy még a 45 perces inkubacié|id FSCPX-szel sem tudott akkora Peceptor frakciot
inaktivalni, ami elegentllenne a pitvari direkt negativ inotrop hatds,Fanak szignifikans

csOkkentéséhez.
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16. &bra.Az FSCPX ebkezelés hatasa a CPA panel) és a CHAR panel) kivaltotta
direkt negativ inotropiara izolalt tengerimalac pavaron. Az x tengely az agonista

YSV4

kontrakcios erejének szazalékos cstkkenését alkdindertékhez képest. A szimbolumok
az egyes koncentraciokra adott valaszok csopaytitjalzik (+ SEM), mig a gorbék az
illesztett Hill egyenletet mutatjdk. A csoportokvében az N (és a folytonos vonal) az
intakt A; adenozin receptor populéciéju allapotot jeleniigaz X (és a pontozott vonal) az
FSCPX altal depletélt Aadenozin receptorkészletet jelzi.

Az operativ K meghatarozasaAz operativ modell egyenletének (12. egyenlet)
illesztésével kapott Fértékek sitk tartomanyban, 96 és 100% kozott mozogtak, 95%-0s
konfidencia intervallumaik is jeleti atfedést mutattak (3. tablazat). Az agonistakigdsi
sorrendje: NECA > CPA > CHA volt. Az operativ effity sorrendje (az N jilcsoportokat
véve figyelembe) a kovetkéképpen alakult: CPA > CHA > NECA (3. tablazat).

A Furchgott-féle K meghatarozasaA 13. egyenlet illesztésekor a szigmoid
lefutdsu flggvénynek csak az alsé gorbiletét kapte. Ez azzal fligg 6ssze, hogy nem
sikerilt kelben cstkkenteni az FSCPXékkzelt pitvarok E/c gorbéinek.cat, igy a
szigmoid gorbék fetsgorbilete lemaradt (17. dbra). A Furchgott-féjeéftekek
hasonldak voltak az operatiw Krtékekhez, ennek megféleh az affinitasi sorrend is
ugyanugy alakult: NECA > CPA > CHA (4. tablazat)g/ertékek alapjan aziAeceptorok
mintegy 80-90%-a inaktivalodott az FSCPXladzelés kdvetkeztében (4. tablazat).
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NECAN  NECA X CPAN CPA X CHAN CHA X
Em (%) 99.78 97.9 96.31
95% ClI 94.85 — 104.7 92.56 — 103.2 91.92 — 100.7
logK 4 -5.91 5.3 -4.81
95% Cl -6.54 — -5.28 -7.37 - -3.23 6.2 —-3.41
Ka (LM) 1.22 5.01 15.63
logr 1.76 1.24 2.77 1.99 2.56 1.8
95% Cl  1.09-2.42 0.64-1.84 064-489 -0.08-4.05 1314  0.42-3.19
T 56.89 17.22 586.14 96.83 363.92 63.53
Nop 1.04 0.85 0.87
95% Cl 0.88—1.21 0.7-1 0.75-0.99

3. tAblazat. Az FSCPX hatasa a NECA, CPA és CHA létrehoztektimegativ inotropiara

az agonizmus operativ modellje alapjan. Az BgKa, logr és np értékek a csoportonként
atlagolt E/c gorbék N-X parjaira illesztett 12. eglet regresszids paraméterei. 95% Cl — a
regresszios paraméterek 95%-o0s konfidencia intieirwal.

NECA CPA CHA
logK A -5.83 -5.35 -4.66
95% Cl 594--573  -549--521  -4.79--4.52
Ka (M) 1.47 4.49 22.13
q 0.22 0.11 0.13
95% Cl 0.2-0.25 0.1-0.12 0.12-0.14

4. tablazat. Az FSCPX hatasa a NECA, CPA és CHA kivaltottakiireegativ inotrépiara
Furchgott médszerével jellemezve. Az Xijesoportokra vonatkozé q valamint az N és X

jeli csoportokhoz egyarant tartozo logKrtékeket a 13. egyenlet illesztésével kaptuk. 95%
Cl — aregresszios paraméterek 95%-o0s konfidentéavialluma.

A receptor okkupancia - hatas fuggvények megszadsesA NECA, CPA és CHA

E/c gorbék empirikus adatai, tovdbba az operativ lBgrchgott-féle K értékek
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felhasznalasaval megszerkeszpeit Ey, gorbék mindharom agonista esetében nagyfoku
jelerésitést mutatnak a pitvari;Aeceptor direkt negativ inotroptkddésében (18. abra).
Példaul 1%-os receptor okkupancia, anésées nélkil 1%-os hatast okozna, NECA, CPA
illetve CHA alkalmazasakor a maximalis hatas 3847 illetve 77.9%-at valtotta ki az
operativ K alapjan, valamint a maximalis hatas 40.4, 8363v## 83.1%-at a Furchgott-féle

Ka-bol szamolva.

2.0x107
| |
A B
2.0x1074
= =
— — 1.0x107
s <
§ 1.0x107 &
| J
0+ ‘ ‘ ‘ 0-h—a A : ‘
-9 -8 7 6 -9 -8 7 6
log[NECA] (depletalt) log[CPA] (depletalt)
1.0x10°% 17. &bra Az ekvieffektiv NECA A panel),
C CPA (B panel) és CHAC panel)
koncentraciok kapcsolata intakt és FSCPX
g altal depletalt A receptor populéciéjl
= : .
< 50x107- pitvarok esetében. Az x tengelyen az
< .
5 FSCPX-ebkezelt csoporthoz tartozo
- molaris agonista koncentraciok tizes alapu
logaritmuséat vettik fel, az y tengelyen
ol v pedig az intakt csoporthoz tartoz6 molaris

8 Iog[CH';] (deplet:n) '5 agonista koncentraciokat. A 12 (CHA

esetében 11) hatas értékhez tartozé
koncentracidkat a Hill egyenlettel szamoltuk ki chew intakt, mind az FSCPXéiezelt
pitvarok esetén. A szimbolumok azokat intakt cstpai agonista koncentraciokat
mutatjak, amelyek ekvieffektivek az FSCPXladzelt csoportok agonista koncentracidival.
A gOrbék az illesztett Furchgott modellt (13. eggénillusztraljak.

A receptor rezerv jellemzése PSR értékekk@® SR értékek mindharom agonista

esetén lényegesen nagyobbak voltak, mint 1 (anminamélis érték). Mindkét eredétk a-
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bél kiindulva a NECA-hoz tartozott a legkisebb ngtoe rezerv, mig a CPA-hoz a
legnagyobb: CPA > CHA > NECA (5. tablazat).

100 - 100 -

75 -

75 A

50 + 50 -

Hatas (%)
Hatas (%)

25 + 25 4

0 — ; T T T ! 0 T ; T T T !
0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100

Receptor okkupancia (%) Receptor okkupancia (%)

18. abra.Az A; adenozin receptor okkupancia és a direkt negatitrdp hatas kozotti
kapcsolat a NECA, a CPA és a CHA esetében az dpéfapanel) illetve a FurchgotB(
panel) modellel meghatarozoth krtékeklél szamolva. Az x tengely a receptor
okkupanciat mutatja a teljes receptorszam szazadédk@ogaritmikus Iéptékkel), az y
tengely pedig a direkt negativ inotrop hatast tiifiéé a maximalis hatds szazalékaban.

A receptor rezerv jellemzése RBrtékekkelA masik mutatd, a 20. egyenlet altal
definialt RR, alapjan ugyanaz a sorrend allithat6 fel az agékistceptor rezervére, mint a
PSR szerint, mind az operativ, mind a Furchgo#-K| értékek alapjan. A Rjget a b,
fuggvényében abrazolva lathatd, hogy a rezerv NEE€&eében kb. 70%-0s.Hg, CPA és
CHA esetében pedig kb. 90%-0s hatasig igen szonosgkozeliti az elvileg elérhetetlen
felsd korlatot (az origdbdl indulé 45°-0s egyenest).ilydvények azonban egy maximum
elérése utdn meredeken lefelé kanyarodnak, majal 2500%-0s &-nal 0%-0s receptor
rezerv értéket vesznek fel (19. 4bra). Minél meketiben (kbzelebb a félkorlathoz)
haladt folfelé az elején egy agonistaRiRggvenye, annal nagyobb volt a maximuma €s ez

a maximum annal nagyobhtal alakult ki (5. tablazat).

Az FSCPX-ebkezelt pitvarok gorbeillesztéssel meghatarozetiban nem volt
szignifikans cstkkenés a kontrollokhoz képest (16.,4bra). A 17. és 19. egyenlettel

azonban kiszamolhat6ak azok @&k, amelyet a nativ pitvarok produkalngj = ¢100%
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esetén, ami az FSCPXékkzelt pitvarokon a nem inaktivalodott receptoraéizaléka
(tehat apy, maximuma). Ezek azJ=0k az FSCPX ékezelés utan elérhemaximalis

hatast mutatjak az intakt maximalis hatas szazbhblkamelyek kisebbek, de alig kisebbek
100%-nal (6. tdblazat).

PSR RR, max Ex

op 58.9 79.8 90.7
NECA

F 70.5 81.4 915

op 599 91.6 95.7
CPA

F 536.3 91.1 95.4

op 374.1 89.4 94.6
CHA

F 529.6 91 95.4

5. tablazat. A NECA, a CPA és a CHA altal azzadenozin receptoron kivaltott direkt
negativ inotrép hatas szazalékos receptor rezetalizengerimalac bal pitvaron. PSR —
pharmacological shift ratio f({ECsp); RRy, max — a NECA, CPA és CHA sz&zalékos hatas
- szazalékos receptor rezerv fiiggvényeinek (1%)abhaximumai (y koordinata);= a
NECA, CPA és CHA szazalékos hatas - szazalékogptaceezerv figgvények (19. abra)
maximumainak lokalizacidja (x koordinata). A felaadlt Ka értékek az operativ modellel
(op) illetve a Furchgott médszerrel (F) keriltekghatarozasra.

6. tablazat Az FSCPX altal meghagyott
(q.lp(;%% ) =) receptorokon kivalthatd maximalis szazalékos
hatas (k). Ezeket az & értékeket ugy kaptuk,

NECA op - 96.2 hogy kiszamoltuk az intakt (kontroll) pitvarok
F 96.9 NECA-ra, CPA-ra és CHA-ra adott szazalékos
op 98.4 valaszapy, = ¢100% esetén (ami a maximalis

CPA 11 py az FSCPX-dlkezelt pitvarokon). A
F 98.2 szikséges K értékeket az operativ modell (op)
op 97.8 illetve a Furchgott modszer (F) segitségével

CHA - 13 08.4 kaptuk. (A B, maximalis értékeke intakt

pitvaron definicioszdien 100%.) g — a nem
inaktivalt receptorok hanyada az FSCPX-
elékezelt csoportokban (Furchgott szerip),— szazalékos receptor okkupancia.
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19. abra.Az inotrép hatas és a receptor rezerv kapcsol&Ala@A, a CPA és a CHA
esetében az operati& panel) illetve a Furchgott-fél®(panel) Ky értékek alapjan. Az x
tengely a direkt negativ inotrOp hatast mutatjaaximalis hatas szazalékabanrJEmig az
y tengely a sz4zalékos receptor rezervet tintetRigy,). A receptor rezerv lehetséges
minimuma nulla (ez a jelen abrazolasban az x tgmgelérhetetlen fetskorlatja pedig a
Eq, €rtéke (ami itt egy az origdbdl indul6 és az xgeltyel 45°-0s szbget bezard egyenes).

Az abran lathat6 fiiggvények - kiilondsen kis sz&oadatasoknal - szorosan megkozelitik

ezt a maximumot (de végig alatta maradnak).

4.2.4. Az Aadenozin receptor rezerv az adenozin direkt negatitrép hatasara nézve

A 6. protokollhoz tartozo két csoport (P6 Kontredl P6 FSCPX), valamint a 7., 8.
és 9. protokoll pitvarainak adenozin-érzékenységeadenozin koncentraciéfiggn
gyengitette a P6 Kontroll és P6 FSCPX csoportokapdtinak, valamint a 7., 8. és 9.
protokoll pitvarainak kontrakcios erejét is. Az@bdenozin E/c gorbék Hill paraméterei
alapjan nem volt szignifikans eltérés az egyesagoh kdzott, tehat a P6 Kontroll csoport,
P6 FSCPX csoport, tovdbba a 7., 8. €s 9. protghkiviarai homogén populéciét képeztek
az adenozinra adott valasz szempontjabol (20. 4bra)
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1007 x P7 (Kontroll gérbe) 20. abra Az adenozinra adott direkt negativ

P8 (Kontroll gorbe) 5 inotrép vélasz a P6 Kontroll csoport, P6
FSCPX csoport, valaminta 7., 8. és 9.
protokoll csoportjainak pitvarai esetében. Az x
tengely az adenozin moléris koncentraciéjanak
tizes alapu logaritmusat mutatja, az y tengely
pedig a pitvarok kontrakcids erejének
csokkenését a kiindulasi érték szadzalékaban. A
szimbo6lumok az egyes koncentraciokra adott

+

O

P9 Kontroll

~
a

P9 NBTI
P6 Kontroll

< O D

P6 FSCPX

o
@

Negativ inotrép hatas (%)
N
(6]

o%—t - R S —- valaszok csoportatlagat jelzik (+ SEM), a
log[adenozin] gorbék pedig a rajuk illesztett Hill egyenletet.

A pitvarok itt még in vitro kezeletlenek (az
NBTI és az FSCPX a csoport nevében a&kbsin vitro kezelésre utal).

Az FSCPX hatasaA szintetikus A receptor agonistak E/c gorbéihez hasonl6an az
FSCPX ebkezelés szignifikAnsan novelte az adenozin E/caylirpEGo-€t is és alig
befolyasolta az f.x és az n paramétereket a kontrollhoz képest. AZBSEhat az
adenozin esetén is jobbra tolta a E/c gorbét, akonapetitiv antagonizmus képét utanozza
(21. abra). Ugyanakkor, mig a szintetikusr@ceptor agonistak E/c gorbéi jol szaturalodtak
még FSCPX jelenlétében i$ilgg a NECA és a CPA esetében), az adenozin E/egzb

FSCPX ebkezelés utan nem szaturalédott teljesen (21. abra).

100- 21. abre. Az adenozinra adott direkt negativ
© P7 (Kontroll gorbe) inotrép valasz a P7 csoportban FSCPX
¢ F7 (FSCPX gdrte) ¥ elskezelés ditt és utan. Az x tengelyen az

V4

75

alapu logaritmusa lathat6, mig az y
tengelyen a pitvarok kontrakcios erejének
csokkenése a kiindulasi érték szazalékaban.
A szimbdélumok az egyes koncentraciokra
adott valaszok csoportatlagat jelzik (£

SEM), a gbrbék pedig a rajuk illesztett Hill
egyenletet. A P7 Kontroll gorbe (folytonos
vonal) az intakt A adenozin receptor
populacigjua allapotot mutatja, mig a P7 FSCPX gdgdmntozott vonal) az FSCPX éltal
depletélt A adenozin receptorkészlet kbvetkezményeét jelerdt.m

50+

25

Negativ inotrép hatas (%)

8 7 6 5 4 3
log[adenozin]
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Az operativ K meghatarozasaAz adenozin E/c gorbék dnkontrollos kisérleti
elrendezése (az FSCPX#i és utani E/c gorbék ugyanazokon a pitvarokatekefelvéve)
lehetivé tette, hogy az operativ paramétereket ne csak@orton belil atlagolt E/c
adatokra hatarozzuk meg, hanem egyedi E/c gorligkiEzek az eredmények j6 egyezést
mutattak egymassal (7. tablazat). Osszhangbaneamaih full agonista természetével, az
adenozin k értéke megkozelitette a szintetikus agonistgleiE (vO.: 3. és 7. tablazat). Az
adenozin K-ja két-harom nagysagrenddel nagyobbnak mutatkoxatt a szintetikus

agonistaké, a viszont hasonlo volt, mint a CPA esetében (v6és37. tablazat).

A Furchgott-féle K meghatarozasaA 13. egyenlet az adenozin esetében is csak a
szigmoid fliggvény alsé gorbiletét rajzolta meg @#a), mivel az FSCPX nem tudta
lényegesen csokkenteni az adenozin E/c gorhgdt, ahogy a szintetikus agonistakét sem
(21. &bra). Noha a g hasonlé volt a szintetikusegdkra meghatarozott g-hoz (Id.: 4.

tablazat), a K igen nagy volt (8. tablazat).

P7 Kontroll P7 FSCPX P7 Kontroll P7 FSCPX

atlagolt gorbe adatok individudlis gorbe adatok
Enm (%) 93.1 94.19 +1.12
95% CI 90.29 - 95.91 -
logKa -2.05 -2.1+0.25
95% CI -3.38--0.71 -
K a (MmM) 8.93 8.01
logr 2.84 1.92 2.76 £ 0.23 1.88+£0.28
95% CI 1.48-4.2 0.6-3.24 — -
T 695.02 83.18 574.45 76.05
Nop 0.89 0.96 + 0.07
95% ClI 0.78 - 0.99 -

7. tabldzat. Az FSCPX hatasa az adenozin kivaltotta direkt tiegaotropiara az

agonizmus operativ modellje alapjan. Az, BbgKa, logr és np értékek a csoportonként
atlagolt E/c gorbe-csalddokra valamint az individug/c gorbe parokra illesztett 12.
egyenlet regressziés paraméterei (az individuélibék esetében: szamtani kozép + SEM).
95% CI — a regresszios paraméterek 95%-o0s konfidémervalluma az atlagolt E/c

gorbék feldolgozasa soran.
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22. abra Az ekvieffektiv adenozin
koncentraciok kapcsolata az intakt és az
FSCPX altal depletalt Areceptor
populacidju pitvarokon. Az x tengely az
FSCPX-ebkezelt pitvarokra kiszamolt
molaris adenozin koncentraciok tizes alapu
1.0x10° logaritmuséat mutatja, mig az y tengely az

intakt pitvarokhoz tartozé moléaris adenozin

koncentracidkat. A szimbolumok az intakt
-5 482 pitvarokhoz tartoz6 adenozin koncentraciokat

log[adenozin] (depletalt) ] ]
mutatjdk, melyek ekvieffektivek az FSCPX-

3.0x1073

2.0x10-3

[adenozin] (intakt)

elékezelt pitvarokhoz tartoz6 adenozin koncentracibkkd2 dnkényes hatas érték
esetében. A gorbe az illesztett Furchgott mod&8t €gyenlet) illusztralja.

adenozin 8. tablaza.. Az FSCPX hatdsa az adenozin kivaltotta

direkt negativ inotrépiara Furchgott modszerével

logKa -0.4 _
jellemezve. A logk-t és az FSCPX-ékezelt

95% ClI -0.49--0.31 . . . .
pitvarokra vonatkozo g-t a 13. egyenlet illesztése

Ka (MM) 398.1 szolgéltatta. 95% CI — a regresszios paraméterek

q 0.133 95%-0s konfidencia intervalluma.

95% ClI 0.131-0.134

Az adenozinhoz tartoz§ Peceptor rezerv meghatarozasara iranyul&sels
probéalkozas kudarcaSzemben a szintetikus agonisték jol edyegerativ és Furchgott-
féle Ka értékeivel, az adenozin esetében a kuldtlmadszerekkel meghatarozott K
értékek jelertisen kulonboztek egymastol (vo.: 7. és 8. tablazakgtféle Ky kozotti
csaknem két nagysagrendnyi eltérés (8-9 wsM898.1 mM) megkérdjelezte az adenozin
E/c gorbék adataibdl meghatarozott operativ ill&uechgott-féle paraméterek
megbizhatésagéat. Emiatt az adenozinra vonatkazbd nem szadmoltunk sem PSR-t, sem
sz&zalékos receptor rezervet (R

Az adenozinhoz tartoz§ Peceptor rezerv meghatarozasat célzé masodik
prébéalkozas kudarcad munkacsoport korabbi eredményeivel 6sszhangbaB |
latvanyosan balra tolta az adenozin E/c gorbéisiadetékben csokkentette agfot (23.
abra). Megdodbbenéstiinkre ugyanakkor az FSCBieetlés, amely 6nmagaban jobbra
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tolta az adenozin E/c gorbét a kontrollhoz kép2st, (23. abra), kismértékben ugyan, de

statisztikailag szignifikAnsan ellensulyozta az NBatasat az kacra anélkil, hogy a

logEGsp-et és a Hill koefficienst befolyasolta volna (ZBra, 9. tablazat). Az FSCPX

elokezelés tehat a latszat szerint fokozta az aderaeéasat NBTI jelenlétében.

1001 o ps (Kontroll gorbe)
A P8 (NBTI gorbe)

& P8 (FSCPX+NBTI
751 gorbe)

V P7 (FSCPX

23. 4bra Az FSCPX ebkezelés és az NBTI
kulon-kalon vett illetve egylttes hatasa az
adenozin kivaltotta direkt negativ

inotrépiara. A P7 Kontroll gérbét (ami nem

gorbe) kilonbozo6tt szignifikdnsan a P8 Kontroll

gorbébl) az egyszdiség kedvéért nem
tlntettik fel. Az x tengely az adenozin

V4

50+

25+

Negativ inotrép hatas (%)

logaritmusat mutatja, az y tengely pedig a
pitvarok kontrakcids erejének csokkenését
jelzi a kiindulasi érték szazalékaban. A
szimbolumok az egyes koncentraciokra adott
vélaszok csoportatlagat mutatjak (+ SEM), a gonbedlig a rajuk illesztett Hill egyenletet.

log[adenozin]

P7Kontroll  P7FSCPX  P8Kontroll ~ P8NBTI P8 FSCPXNBTI
Enw (%) 9354101 926+18 93.28+0.82 846%144  88.92+1.77
*kk *; #
logECso 4.86+0.07 -3.96+0.07 -483+0.08 -6.43+007  -6.36+0.05
*k% *k% *k%
ECso (M) 13.8 109.65 14.79 0.37 0.44
n 093+0.09 098+0.07 0.82+003  1+0.06 0.98+0.1

9. tablazat. Az FSCPX eabkezelés és az NBTI hatasa (kulon-kulon és egyijthvari
direkt negativ inotrép valaszra a 7. és 8. protckadénozin E/c gbrbéin. Az &, 10gEGso
és n (szamtani kdzép £ SEM) az individualis gorbékesztett Hill egyenlet paraméterei.
Az EGCsp a logEG antilogaritmusa (szadmtani k6zép). A statisztikagsifikancia szintjét
jeleztik:*: a P7 FSCPX gorbe, a P8 NBTI gorbe illetve a PBIE&+NBTI gorbevs.a
nekik megfeled kontroll adenozin E/c gorbe (P7 Kontroll illetv8@ Rontroll), valamint P8
Kontroll gérbevs.P7 Kontroll gorbe#: P8 FSCPX+NBTI gorbes. P8 NBTI gorbe.
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Az adenozinhoz tartoz§ Peceptor rezerv meghatarozasara irdnyulé harmadik
prébalkozas (a masodik prébalkozas soran NBTI |étében felvett adenozin E/c gorbék
korrekcidja): A CPA az adenozinhoz hasonldéan koncentracia@aggsokkentette a
pitvarok nyugalmi kontrakcios erejét. Ezt a dirakpativ inotrop hatast mind adeétesen
jelenléw FSCPX, mind a jelenlé/NBTI gatolta (kilon-kilon). Az FSCPX @ezelés,
hasonldéan az adenozin E/c gérbénél tapasztalta@dioabra), a CPA E/c gorbének is csak
a logeGg-€ét befolyasolta (megnovelte) (24. abra, 10. tadlaxagyis a kompetitiv
antagonizmus képét mutatta, noha az FSCPX irreMéiszantagonista. Az NBTI
ugyanakkor mindharom Hill paramétert befolyasatsikkentette az fz-ot és a Hill
koefficienst, valamint novelte a logkget (24. bra, 10. tablazat).

A P9 NBTI csoport atlagolt CPA E/c gorbéjére illety, a P9 Kontroll csoport
atlagolt CPA E/c gorbéjének Hill-féle paramétetaitalmazd 15. egyenlet regresszios
paramétere log( = -7.346 volt (megnyugtatéanidg -7.454 és -7.237 kozo6tti 95%-0s
konfidencia intervallum mellett). Az RRM szerinhtg az NBT| hatdsara interstitialisan
felhalmoz6do6 endogén adenozin tébblet 45.08 nM @RIAolt ekvieffektiv.

24. dbra A CPA direkt negativ inotrép
hatdsa NBTI és FSCPX hianyéban illetve
jelenlétében. A P6 Kontroll csoport CPA E/c
gorbéjét (ami nem kulonbozott
szignifikansan a P9 Kontroll csoport CPA
E/c gorbéjéil) az egyszdiség kedvéért nem
abrazoltuk. Az x tengely a CPA
koncentraciéjanak molaris tizes alapu
logaritmusat jel6li, mig az y tengely a
o : : : ‘ pitvarok kontrakcios erejének csokkenését a
_ _ _ Iog[é:PA]- _ - kiindulasi érték szazalékaban. A

szimbo6lumok az egyes CPA koncentraciokra
adott valaszok csoportatlagat jelzik (£ SEM). Ayfmhatos vonalak az illesztett Hill
egyenletet, mig a pontozott vonal az RRM illeszgitenletét reprezentaljak.

1007 w pg Kontroll

A P9 NBTI

754 Y P6FSCPX

507

251

Negativ inotrop hatas (%)

A matematikai korrekcié megvaltoztatta az NBTI j@é&teben felvett adenozin E/c
gorbék hatas értékeinek egymashoz valo viszonyi&elM teljes (endogén + exogén)

adenozin koncentracio ismeretlen azr@ceptorok mikrokérnyezetében, a P8 NBTI és P8
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FSCPX+NBTI gorbék korrigalt hatas értékeit a szadheli exogén adenozin
transzformalt E/c gorbék végil is nem voltak alkasak receptor rezerv szamgeer

meghatarozasahoz.

Az NBTI okozta torzulas korrekciéja azonban |évéttette, hogy az ugyanazon x
értékekhez tartoz6 hatdsok megbizhatéan dsszefthsoddhk legyenek (mivel
valamennyien tisztan az exogén adenozin altaltkitepatasrol adnak informéciot,
akarcsak az NBTI nélkil felvett adenozin E/c gopbékkorrigalt hatdsok maximumai a
kovetkedk voltak: 93.36% a P8 NBTI gorbénél és 91.33% &BEBPX+NBTI gorbénél.
(Osszehasonlitasul: az atlagolt P8 Kontroll golleseskorrektnek szamitd legnagyobb
hatas értéke 93.06 volt.) igy a korrigalt P8 NBFIR8 FSCPX+NBTI gorbék — a
farmakologiai logikaval 6sszhangban — helyet csekédgymassal az eredeti gérbékhez
képest. A korrigalt P8 NBTI és P8 FSCPX+NBTI gorlselaturalédott (vé@s része
ugyanakkor nagyon kézel kertlt egymashoz, ami megreceptor rezervre utal az

adenozin direkt negativ inotrop hatasra nézve temgéac pitvaron (25. abra).

P9 Kontroll P9 NBTI P6 Kontroll P6 FSCPX
Emax (%) 9254 +1.54 82.06 £ 2.34 90.22+1.21 91.78+0.8
ok FH£
logECso -7.56 + 0.07 -7.16 +0.11 -7.59 + 0.06 -6.7 +£0.13
* ***; ;é
ECso (NM) 27.54 69.34 25.76 201.37
n 1+0.03 0.78 £ 0.07 0.89 +0.03 0.83+0.04

*

10. tablazat.Az FSCPX ebkezelés és az NBTI hatasa (kulon-kulon) a pitvagkd
negativ inotrép hatasra a 6. protokoll (P6 KontésllP6 FSCPX csoportok) és a 9.

protokoll CPA E/c gbrbéin. Az Ky I0gEG €s n (szdmtani kdzép £ SEM) az individualis

CPA E/c gorbékre illesztett Hill egyenlet regreészparaméterei. Az Bga logEGo
antilogaritmusa (szamtani kdzeép). A statisztikagsifikancia szintjét jeleztiks - a P9

NBTI csoport illetve a P6 FSCPX csopugt a nekik megfelé kontroll csoport (P9

Kontroll vagy P6 Kontroll), valamint P6 Kontroll gportvs. P9 Kontroll csoport# - a P6

FSCPX csoports.a P9 NBTI csoport.
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Tal azon, hogy mindkét korrigalt E/c gbrbe jelésen balra tol6dott a kontroll
gorbéhez képest (amelyet eleve korrektnek tekintimkorrigalt P8 NBTI gorbe
mindvégig a kontroll és a korrigalt P8 FSCPX+NB'rlge felett fut, mig a korrigalt P8
FSCPX+NBTI gorbe a kontroll gbérbe ala kerilt a lagyobb (exogén) adenozin
koncentracional (3 mM) (25. 4bra). Noha a haronbgdbtzotti kildnbségek elég kicsik a
legnagyobb adenozin koncentracional, 6sszhanghamakaa munkacsoport azon korabbi
eredményeivel, hogy az NBTI fokozza az adenozidataralaszt (mivel gatolja annak

intracellularis bontasat), szemben az FSCPX-elamegngiti az adenozin hatasat.

1004 -3 P8 (Kontroll gérbe) 1004 -3~ P8 (Kontroll gérbe)

~/\- P8 (NBTI gérbe) - P8 (NBTI gorbe)

~- P8 (FSCPX+NBTI
754 gorbe)

~-P8 (FSCPX+NBTI
gorbe)

\‘
ik

a1
o
L I

Negativ inotrép hatas (%)
N
Pl

Negativ inotrép hatas (%)

T 0 o = =

1M 1 mM 0 1nM 1M 1 mM
[adenozin] [adenozin]

—
= 1=
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25. abra.A P8 Kontroll, P8 NBTI és P8 FSCPX+NBTI gorbék kencionalis
kiértékeléssel kapott hatas értékkiganel), tovabba a P8 NBTI és P8 FSCPX+NBTI
gorbék korrigalt hatds értékei az eredetileg iséddrP8 Kontroll gérbe konvencionalis
hatas értékeiveB panel), valamennyien az exogén adenozin szervkadbe

FSCPX gorbe hianyatdl eltekintve) megegyeznek a&BBan bemutatott adatokkal. A P8
NBTI és a P8 FSCPX+NBTI gorbék hatas értékeit prétokoll és a P6 FSCPX csoport
atlagolt CPA E/c gorbéi segitségével korrigaltulP@Kontroll csoport csak a hosszu
inkubécids id hatdsanak felmérésére szolgalt). A gérbék neapatkin vitro kezelésre
utal (kontroll, NBTIl, FSCPX+NBTI). Az x tengelyerz &xogén adenozin molaris
erejének csokkenését mutatja a kiindulasi ertékadékaban. A szimbolumok az
adenozinra adott atlagolt valaszokat (P8 Kontrotbg), illetve a matematikailag korrigalt
atlagolt valaszokat (P8 NBTI gorbe és P8 FSCPX+N@arbe) jelzik.
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A transzformalt P8 NBTI illetve P8 FSCPX+NBTI gokokezdeti (vagyis zérus
exogén adenozin koncentracié melletti) korrigatélsaértékei 57.44% illetve 23.97%
voltak a zérus helyett (25. 4bra). Ezeket az ékigka ¢ negativ inotrép hatasakéntJE
megbecsiilentlaz NBTI okozta endogén adenozin felhalmozédgg)(negativ inotrép
hatdséat (Eas Id.: 14. és 15. egyenlet). Az FSCPXiadzelt pitvarokhoz tartoz6 kevesebb
mint feleakkora as érték magyarazatot ad arra, miért okozott az NB83ebb torzulast az
eredeti (transzformalatlan) P8 FSCPX+NBTI gorbémtraz eredeti P8 NBTI gbrbén. A
kisebb Ei.s €s ezaltal az exogén adenozin altal kivaltotthkigebb torzitdsa vezetett
ahhoz a paradox jelenséghez, hogy az eredeti P@X8IBTI gbrbe E.aca nagyobb volt,
mint az eredeti P8 NBTI gorbenk-a (23., 25. abra).
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5. Megbeszélés

5.1. A tengerimalac pitvari fAadenozin receptor CPX iranti affinitAsanak

valtozasa 8 napos tiroxin-kezelés utan

Egy agonista affinitAsanak meghatarozasa egy eslptor irdnt elméleti
csapdakat rejt magaban. Ez fokozottan érvényepmi@in-kapcsolt receptorokra,
kilbndsen akkor, ha a meghatarozas funkcionaleyassl torténik (Colquhoun, 1998,
2007). A jelen vizsgalatban ezért az eu- és a hiypezoid A receptor ortoszterikus
kotohelyének affinitdsat hataroztuk meg CPX-szel szemami jOl ismert szelektiv,
kompetitiv és ortoszterikus,Aeceptor antagonista (Fredholm és mtsai, 20011;201
IJzerman és mtsai, 2012). Mivel a pitvari ieceptorra jellemizdirekt negativ inotrop
valaszt mértik mint hatast, eredményeink terméseatel§sorban a pitvari

cardiomyocytakra érvényesek.

Agonistaként adenozint és CPA-t hasznaltunk. Azgbvetben rovid féléletidi]
adenozin az adenozin receptorok endogén full aggajsmig a szintetikus CPA relative
stabil vegytlet, amely az,Aeceptor szelektiv full agonistaja (Fredholm ésant2001,
2011; IJzerman és mtsai, 2012). Az adenozin gyarsatabolizalodik az 8lszévetekben
(Wilbur és Marchlinski, 1997; Pavan és IJzermar®8)9ezzel szemben a CPA lassan
eliminalodik a mi kisérletes kérilményeink kozéttaz vértelen tengerimalac pitvaron
(Gesztelyi és mtsai, 2004). Eliminaciéjuk sebessélgkiilonboaségélbl fakaddan az
adenozin lehéwé tette 6nkontrollos kisérleti elrendezés alkalkasar (egymas utan két E/c
gorbe felvételét ugyanazon a preparatumon, relafivil mosasi periédussal elvalasztva).
A CPA esetében viszont kilon preparatumon keriiféfelre a kontroll és az antagonista
jelenlétét tiikrod E/c gorbe.

A CPX adenozinnal illetve CPA-val valé kompetictdputatd E/c gorbéket Schild
analizissel értékeltik ki a Motulsky és Christomsu(2004) altal leirt eljarast kovetve.
Széles korben elfogadott, hogy a Schild analizimkigés megbizhaté mdodja annak, hogy
egy receptor ortoszterikus Kiielyét jellemezzik (az eredmény fliggetlen a recegatott
szovetre illetve adott hatasra jellefrjelatviteli Gtjaitol). A kapott kg erték fiziko-kémiai

jelentéssel bird allando, megadja az antagonistpter komplex egyensulyi disszociacios
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allandéjat (Motulsky és Christopoulos, 2004; Gitaéss mtsai, 2007; Wyllie és Chen 2007;
Colgquhoun, 2007; Kenakin, 2009). Ezékktvetkeden a Schild modszer alkalmas az
eltés thyreoid allapotu szovetekben expresszalogoeseptorok affinitAsanak
dsszehasonlitdsara is, annak ellenére, hogy adidymnermonok (%, T4) szamos olyan
jelatviteli utat befolyasolnak, amely érinti a [@tv A; receptor negativ inotrép hatasét
(Rubinstein és Binah, 1989; Kaasik és mtsai, 19997a, 1997b; Bosch és mtsai, 1999;
Ojamaa és mtsai, 2000a, 2000b; Shenoy és mtsdi; Sdhagawa €s mtsai, 2005).

A jelen vizsgélat E/c gorbe-csaladjaira a Schilgesdet mddositott formajat (7.
egyenlet) illesztettiik globalis mddon. A globallesztésnek harom &@hye is van az
Arunlakshana és Schild (1959) altal leirt eredigdiréshoz képest:

1. A globdlis illesztés minimalizélja a E/c gorbe aukdaan rejb hibak hatasat a
regresszios parameéterekre.

2. Globalis illesztés esetén kevésbé torzitja az eéegimha az antagonista
jelenlétében felvett E/c gorbék nem szaturalddetikgen. Mivel egy nem tedidott E/c
gorbe kevéssé alkalmas individualis illesztésren(aed megbizhaté Eget), ilyen esetben
a globdlis illesztés az egyetlen j6 megoldas.

3. A globalis illesztés lehévé teszi a variabilis és a rogzitett (S=1) Schild
koefficienssel végzett illesztés objektiv 6sszehlitsat F teszt segitségével (és ezzel

kiteljesiti a Schild koefficiens ellénz6 funkcidjat).

A jelen vizsgélat adenozin E/c gorbe-csaladjaivar@ébilis koefficiené Schild
modell illeszkedése volt jobb, vagyis a kapotb pégressziés paramétereket nem lehetett
pKg értéknek (tehat molekuléaris jelentéssel bird éldarak) tekinteni (1. tablazat). Ezzel
ellentétben a CPA E/c gbrbe-csaladokra a rog{fetl) koefficieng Schild modell
illeszkedett jobban, tehat a kapottygaraméterek egyben pkertékek is, amelyek tisztan
a CPX és az Areceptor kapcsolodasi képességét jellemzik (1azab). Ez feltehéen az
adenozin és a CPA kiltely-specificitasanak kildnbségére vezethissza: az adenozin az
intracellularis P-site-hoz kétlve is csokkenti a pitvari kontrakciossefTesmer €s mtsai,
2000), mig a CPA szelektiviAeceptor agonista (Fredholm és mtsai, 2001, 20%&rman
és mtsai, 2012) (7. abra). Ezt az elképzelést tatjagz a korabbi megfigyelés is (Collis és
mtsai, 1989), hogy a Schild analizis CPX-szel gadénozin E/c gorbék esetén isdl-t
szignifikansan nem kilénbéAchild koefficienst ad, ha dipyridamol is jelema
rendszerben (vagyis nukleozid transzport gatlo,lnedeadalyozza az adenozin

bearamlasat a sejtekbe) (11. tAblazat). Mivel a&higreoid allapot nem valtoztatja meg a
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sejtmembranon keresztili adenozin transzport itaey@gerimalac pitvaron (Karsai és
mtsai, 2007), az exogén adenozin intracellulansai@asponttal kifejtett hatasai a tiroxin-

kezelt pitvarokon is befolyasolhattak a jelen védsg) eredményét.

A CPA E/c gorbék révén kapott piertekek kisebbek voltak a hyperthyreoid
pitvarokon, mint az euthyreoidokon (at nem&&b%-os konfidencia intervallumok
mellett). Ezzel 6sszhangban egyébként az adendeigdEbék pA értékei is kisebbek
voltak a hyperthyreoid pitvarokon (1. tablazat)jefen értekezést megalapozécels
vizsgalati modell kisérletei szerint tehat a thyddwormonok maodositjak a pitvari
myocardialis A receptor ortoszterikus kilielyének szerkezetét, mérsékelten csdkkentve
annak az Areceptor antagonista CPX-szel szembeni affinitdsgjobb tudomasunk

szerint ezt munkacsoportunk mutatta kisként tengerimalacban.

Eredményeink jeledségét aldhuzza, hogy viszonylag kevés informacioval
rendelkezlink a kardialisi:Aeceptor affinitasanak valtozasarol hyperthyrdueis A
legtobb K érték (amely a CPX és az ceptor ekvilibrium disszociacios konstansat
becsli) az euthyreoid allapotot jellemzi. A tengeaiac pitvarra vonatkozo irodalmi K
értékek jo egyezést mutatnak a jelen vizsgélatreéageivel (11. tablazat). Patkany
kamran a thyreoid hormonok nem valtoztattdk megrsikansan a K értékeket (ami
valtozast tapasztaltak, az is inkabb az affinithgekedése volt, semmint csokkenése).
Hyperthyreoid patkany pitvaron azonban azréceptor affinitasanak kisfoku
csokkenését szamoltak be tricialt CPX irant. Ez a kulonbseégriban elég kicsi volt
(kisebb, mint a jelen vizsgalatban észlelt valtoxés. 1. és 11. tdbldzat), amit a vizsgaldk
jelentéktelennek tartottak. Erdekes mddon a thgr@oermonok hianya egy beszamolo

szerint szintén csokkentette az ikceptor affinitdsat patkany vesében (11. tabjazat

Régil ismert, hogy a tiroxin-kezelés szamotien csokkenti az Areceptor
medialta direkt negativ inotrép hatast (Szentmiké&smtsai, 1992; Gesztelyi és mtsai,
2003a, 2003b). Ezt a jelen vizsgalat soran is tphtgelenséget (12., 13. abra) nehezen
lehetne megmagyarazni 6nmagaban are&eptor affinitascsokkenésével (1. tablazat),
feltehetten mas mechanizmusok is érintettek. Vald&aék latszik, hogy az adenozin
metabolizmus enzimeinek és transzportereinek hiypesdid szivben mért fokozott
aktivitdsa (Smolenski és mtsai, 1995) is hozzajaruhdenozin csokkent negativ inotrop
hatdsdhoz. Ezt az is aldtdmasztja, hogy az enkinsadialakitdssal szemben sokkal
ellenallobb CPA (Pavan és IJzerman, 1998; Geszatslyntsai, 2004) E/c gbrbéje kisebb

csokkenést szenved el tiroxin-kezelés hatasard,amindenoziné (vo.: 12. és 13. 4bra). A
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CPA E/c gorbe jobbra tolodasa a hyperthyreoid pitkan az euthyreoidokhoz képest
azonban még igy is tul nagynadiik ahhoz, hogy azt 5nmagéaban a hyperthyreaid A
receptor affinitAscsokkenésével magyarazni lehegsak alapjan tovabbi vizsgalatokra

van szikség a thyreoid hormonok szivre kifejteths@nak mechanizmusat iben.

Tireoid

K (nM) pK StAtUS7 Preparatum Hivatkozas
Kg=8.1 8.09 , .
eu tengerimalac pitvar TE?.WfIk-S(?hllepel’
Ky=13 8.89 €s mtsai, 1989
Kg=12.3 7.91 eu tengerimalac pitvar Collis es mtsai,
1989
Kg=9.6 8.02 eu tengerimalac pitvar Wilken és mtsai,
1990
_ rekombinans human;A Robeva és mtsai,
Ki=2 8.7 e receptor 1996
Ki=0.12 9.92 eu .
patkany
_ vesekéreg
ki =082 9.09 hypo Franco és mtsai,
Ki=0.74 9.1 eu ) 2004
patkany vesevél
K: = 0.84 9.08 hypo (kuls5 resz)
Ka=0.13 989 eu patkany kamra El-Ani és mtsai,
Kq¢=0.11 9.96 hyper 1994
Kq=0.46 9.34 eu
patkany pitvar
Kq=0.53 928 hyper Balas és mtsai,
Kqg=0.29 9.54 eu 2002
patkany kamra
Kq=0.27 9.57 hyper

11. tAblazat.Kiilonb6z modszerekkel kilonbézpreparatumokon kapott K értékek,
melyek a CPX (vagy’H]CPX) és az Areceptor komplexének ekvilibrium disszociaciés
konstansat mutatjak. AKértékeket funkcionalis assay-vel hataroztdk még (V.

tablazat). A K és a Kértékek radioligand assagitszarmaztak, melyekben az antagonista
vagy a radioligand volt (i, vagy a kompetitor (K pK — a K negativ tizes alapu
logaritmusa; CPX — 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxamtéj PH]CPX — tricialt CPX; eu —
euthyreoid; hypo — hypothyreoiddlt); hyper — hyperthyreoidélkdver).
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Tl inotrop mikddésén, az Areceptornak szamos funkcidja van a szivben (pl.
negativ kronotrép és dromotrép hatas) és csaknamdaniembs szovetben (pl. adaptiv és
regenerativ folyamatok inicialasa) (Headrick ésaintd003, 2011; Headrick és Lasley
2007; Fredholm és mtsai, 2001, 2011). Fontos hdyggii, hogy az A receptor
ortoszterikus kdthelye ugyanaz minden,Aeceptort hordoz6 szévetben, ezért
affinitdsdnak csokkenése hyperthyreosisban elwilggien biologiai folyamatot érinthet,
melynek medialasaban az feceptorok részt vesznek (pl. hozzajarulhat fokiozo

arrhythmia-hajlam kialakuldsahoz is).

A jelen disszertacio alsvizsgalati modelljéneksferedménye tehat az, hogy a
tengerimalac pitvari Areceptor affinitdsa hyperthyreosisban mérsékéli frsdkkenést
mutat CPX irdnt az euthyreoid allapothoz képesglgbil valamennyi ortoszterikus
ligandjaval szembeni affinitasanak csokkenéséret lebivetkeztetni. Ez hozzajarulhat az
A; receptor medialta valamennyi folyamat gyengulézdtyperthyreoid allapotban.
Tekintettel az adenozin és a CPA direkt negatirémhatasanak jelefg csokkenésére a
hyperthyreoid pitvarokon, feltételezliehogy ez a kisfoku affinitdscsokkenés csak részben
felelés a jelenségeért. A jelen vizsgalat soran azt isategitottuk, hogy a CPX nem csak
eu-, hanem hyperthyreoid &llapotban is tisztan ketitip antagonistaja a tengerimalac
pitvari A; receptornak.

5.2. A direkt negativ inotrép hatas Adenozin receptor rezervje tengerimalac

pitvaron

A tengerimalac pitvari myocardium;Aeceptor rezerviének meghatarozaséat
funkcionalis assay-k segitségével végeztik, medylemakologia klasszikus eszkdzén,
E/c gorbék elemzésén alapulnak. A receptor rezeantifikalasahoz élszor meg kellett
hataroznunk az alkalmazott agonista ekvilibriunszigiaciés konstansat {Kés a E/c
gorbéket geometriailag leird (empirikus) paramédetre

A K értékeket, amelyek az;Aeceptor affinitasat kvantifikaltdk a szintetikus
agonistakhoz (NECA, CPA, CHA) és az adenozinhozmddszerrel is meg kivantuk
hatéarozni, az operativ modellel (Black & Leff, 19&3% a Furchgott médszerrel (Furchgott,
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1966; Furchgott & Bursztyn, 1967; Dennis és mt$892). A két modszer ugyanazokat a
nyers adatokat igényli (két E/c gorbét kell felvengyanabban a rendszerben, egyet nativ,
egyet pedig depletalt receptorallomany mellettpggittes kivitelezésuk noveli a kapott

eredmény megbizhatdsagat.

Az empirikus paraméterek (&, EGCso, N) meghatarozasdhoz és a veliik valé
szamolashoz a legkorabbi, legegy$bér, legaltalanosabb, de nagyon megbizhaté modellt,
a Hill egyenletet valasztottuk ki (Hill, 1910; Géslyi és mtsai, 2012).

5.2.1. A szintetikusiAeceptor agonistak affinitasa receptorukhoz

Az FSCPX hatékony irreverzibilis antagonistaja azéceptornak (Srinivas és
mtsai, 1996; Morey és mtsai, 1998). Ennek ellené&sgélataink soran az FSCPX
elékezelés nem volt képes lényegesen csokkentenioanhszintetikus agonista E/c
gorbéjének Eaxat (15., 16. abra), mintha csak az FSCPX kompetittagonista lenne. Ez
meglepetést okozott, hiszen az FSCPX-et — a koiéldalmi adatokhoz képest — nagy
koncentraciéban (10M) és hosszu ideig (45 perc inkubacié majd 75 peosas)
alkalmaztuk (12. tablazat). Azn& csokkentését fontosnak tartottuk volna, az operati
pontos meghatarozasdhoz ugyanis kivanatosnakktargatioszer-kezelt gorbék,-anak
jOl lathaté cstkkenését, ennek hianyaban ugyamsganna valhat azf/paraméter. Az
Em pontos meghatarozasa elengedhetetlen a tobbi peamegbizhatd becslése
érdekében (Motulsky és Christopoulos, 2004). Eddtén azonban harom egymashoz
kozeli és jelerttsen atfed 95%-o0s konfidencia intervallumi.Eertéket kaptunk (3.
tablazat) annak megfetan, hogy a NECA, a CPA és a CHA valamennyien fgdirastak
(Fredholm és mtsai, 2001). A hatas lehetséges mamahmutatd E-ek 100% kordli
értéke 6sszhangban van azzal a megfigyeléssel,dmgyreceptor full agonistak képesek
a pitvari kontrakciok csaknem teljes megsziintegé@8esztelyi és mtsai, 2003a, 2003b,
2004). A kapott k értékek tehat 6sszhangban vannak a korabbi eredkiéel, ami
lényeges az operativ modell illesztésével szetakhi paraméter megbizhatésaga

szempontjabaol.

A Furchgott modell illesztése is tiikrozte az FSGI4li gatlas gyengeségét az A
receptor medialta direkt negativ inotrép hatastiéin: a 17. 4bra adatpontjai a 13. egyenlet

altal meghatarozott szigmoid figgvényeknek csadl@jgt rajzoltak ki (szemilogaritmikus
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abrazolas mellett). Ennek ellenére a Furchgottfalértékek jo egyezést mutatnak az
operativ K, értékekkel (vo.: 3. és 4. tablazat).

FSCPX FSCPX

koncentracié  inkub. mosas Preparatum Agonista q Hivatkozas
. . , Srinivas és
1uM 25 perc 75 perc perfundalt sziv  adenozin - mtsai, 1096
10nM izolalt pitvari 03 Srinivas és
30 perc 60 perc m ocp Ak adenozin mtsai. 1997

50 nM yoeyt 0.03 '

R-PIA 0.285 Morey és

2uM 30-45 perc 30 perc perfundalt sziv mtsai, 1998

CCPA 0.056

12. tablazat.Kulonb6z FSCPX protokollok, melyeket korabban tengerimalzie
preparatumokndl alkalmaztak. q — a nem inaktivéiaaeptorok aranya az FSCPX
elskezelés végére (a Furchgott médszerrel meghatdroRvalA — R-N-
(phenylisopropyl)adenosine; CCPA — 2-chlorB-dyclopentyladenosine.

A K értékek interspecies kulonbségei miatt (Van dexaG& Danhof, 1997;
Fredholm és mtsai, 2001) adatainkat csak tengesitrsdivre vonatkozé értékekkel
hasonlitottuk 6ssze. A jelen vizsgalatban kapatékékek mikromélos (a CHA esetében
10 mikromélos) nagysagrendje (3., 4. tdblazat) kw@&edményeihez képest magas (13.
tablazat). A kilénbségek forrasa egyrészt a haseré@dszerek eltérvolta lehet (Van der
Graaf & Danhof, 1997; Soudijn és mtsai, 2003), iégsr nem zérhato ki az FSCPX
relative gyenge hatasa sem. Elméletileg elképzelmets, hogy a regresszids paraméterek
kozotti korrelacié miatt a meghatarozott K valésnal nagyobb értékek felé tolédott el
mind az operativ, mind a Furchgott modell illesetésran, ami egyiitt kellett jarjorca
értékek ndvekedésével illetve a q értékek csokkmredsAz operativ modell illesztése
soran mar felmerult ez a probléma (Van der Gra&t&m, 1999). Valdszilen azonban,
hogy a két, eltérmodellt illeszé modszer egymashoz ilyen kdzeli (€8ks25%-0s
konfidencia intervallumu) rossz eredményeket adpn4. tablazat). K értékeinket tehat

alkalmasak tartottuk receptor rezerv meghataroaasar
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Agonista Assay tipus K Hivatkozas

Dennis és mtsa

CPA funkciondlis 84 nM
1992
GTP-I 0.29 nM
Srinivas és
CCPA ligandkotési GTP-h 229 nM _
mtsai, 1997
GTP+ 530 nM
ligandkotési assay-vel validalt Morey és mtsai,
CCPA _ ) 734 nM
funkcionalis 1998

13. tablazat.A CPA és a CCPA tengerimalac pitvari feceptor iranti affinitasat jelleniz
Ka értékek, melyeket a hagyomanyos receptorelmébdtgrulé mddszerekkel hataroztak
meg. CPA — Rcyclopentyladenosine; CCPA — 2-chlorS-dyclopentyladenosine; k- a
félmaximalis receptor okkupanciat létrehozé agenistncentracio; GTP-l —a GTP
hianydban mérhétkisebb érték; GTP-h —a GTP hianydban mérhagyobb érték; GTP+
—a GTP jelenlétében mérhairték.

Az FSCPX-ebkezelt csoportokban a nem inaktivalt receptorhangiadq) elvben
ugyanakkoranak kellene lennie, figgetlenll az atlealott agonistatol. A NECA esetében
azonban a q értéke kb. kétszerese volt a CPA é$fagSetén tapasztaltnak (4. tablazat). A
jelenséget magyarazhatja, hogy az FSCPX masok ioviasgalataiban is sokszor
szeszélyesnek mutatkozott. EQy vizsgalaton belébferdult olyan minta (tengerimalac
sziv), amelyben a q értéke a 0 kbzelében volt, magakat viszont ki kellett zarni a tal
nagy q (>0.44) miatt (Morey és mtsai, 1998). Mindegybevetve, a jelen vizsgélatban
(0.11<q<0.22) az FSCPX a receptorok mintegy 80-90%-attinaka (4. tablazat).

5.2.2. Az Areceptor rezerv a szintetikus agonistak pitvarekli negativ inotrép hatasara

nézve

A receptor rezerv Iényege, hogy a szazalékos ljgi§sneghaladja a szadzalékos
receptor okkupanciapg,), melynek oka a receptorok agonista altali elflégganak — mint
jelnek — az dfsitése. Ennek értelmében a szintetikus agonjstake, fliggvényeinek
alakja (linearis abrazolasban hiperboloid, szenaitdmikus abrazolasban szigmoid) mar
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dnmagéaban jelezi a pitvariyAeceptor downstream szignalizaciéjanak jedéesét (18.
abra), ami a receptor rezerv meglétének feltétele.

A receptor rezerv legegys#bb mutatoja az un. pharmacological shift ratio (RSR
Ka/ECs0), amely a rezervet egyetlen értékkel jellemzi (Blaf, 1982). A szintetikus
agonistak negativ inotrép hatasahoz tartoz6 PSIRektsokszorosan meghaladjak a
minimalisnak vehéi PSR = 1 értéket (5. tablazat). (Elvben a PSR leisebb egynél, ha a
1 elég kicsi és azopelég nagy, Id.: 12. egyenlet, valamint: Black é§11983.) Az
operativ és a Furchgott-félesKalapjan szamolt PSR értékek j6 egyezést mutatrakzek
alapjan feldllithato receptor rezerv sorrend egyail@PA>CHA>NECA. A PSR (5.
tablazat) és a nativ(3. tablazat) értékek szintén j6 egyezése a recegterv szoros

kapcsolatét illusztralja az agonista hatasgené&p@ssegevel.

A receptor rezerv arnyaltabb jellefijg a szazalékos receptor rezerv (RREy, -
py), ami minden kg értékhez kildn receptor rezerv értéket rendel @kemn 1987). A RR-
et az irodalomban éaltaldban néhany konkeg€E€ékhez adjak meg, ésorban a
félmaximalis és az un. maximalis hatashoz. A jelemkaban a Rfget a kg, fliggvényében
abrazolva mindendzértékhez hozzarendeltiik a hozza tartozg,RRéket (19. abra). A
szintetikus agonistak mindkétkertékélbl szamolt Rk, értékeitil elmondhatd, hogy kis
és kdzepes gesetén (vagyis a fiiggvény felszallé szakaszam)sgerosan
megkozelitették az aszimptotikus maximalis értéketigen nagy receptor rezervre utal az
A; receptor direkt negativ inotrépikddését illeben (19. 4bra). Ha a receptor rezervet a
Ey - RRy, gorbék maximumaval jellemezziik, ugyanaz a sorédiithato fel az agonistak
kozott, mint a PSR alapjan: CPA>CHA>NECA (5. taligzLegjobb tudomasunk szerint a
jelen disszertacié masodik vizsgalati modelljénedeRetei mérték fel etként az A

receptor medialta negativ inotrop hatasra vonatkegéptor rezervet.

5.2.3. A receptor rezerv hatasfliggése

A Stephenson-féle modositasig a kulonbéeceptor elméletek sarkalatos pontja
volt, hogy a maximalis hatas &= 100%) eléréséhez maximalis receptor okkupangigsa
= 100%) van sziikség. Miutan azonban Stephensoetétte, hogy a receptor okkupancia -
hatés figgvény nem feltétlen linearis, altalanasdta feltételezés, hogy a maximalis hatas

bizonyos esetekben kivalthat6 a receptorkészleréspének stimulalasaval is{ < 100%)
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(Ruffolo, 1982). Az agonizmus operativ modelljéldrette a Stephenson altal nyitva
hagyott lehgiséget, amikor a receptor okkupancia és a hatasti€waiurativ 6sszefiiggést
tételezett fel, ugyanolyan jellég mint ami az agonista koncentracié és a receptor
okkupancia k6zott van (Black & Leff, 1983). A retepokkupancia - hatas kapcsolat
telithet) természete azonban magaban foglalja, hogy - legal&lvben - a maximalis hatas
kivaltasahoz mégiscsak teljes receptor okkupaneianeszilkség (amint azt a 18. abra is

illusztralja).

A gyakorlatban a high-efficacy agonistédkkal végretieptor deplécios kisérletek
adatai tAmogatni latszanak a részleges receptapdkio lehgiségét a maximalis hatas
generalasara, koztik a jelen vizsgalatok nyergfrbe adatai is (15., 16. és 21. abra). A
nyers E/c gorbe adatok feldolgozasa és elemzéreamtinban Ugy gondoljuk, hogy —
elvben legalabbis — a maximéalis hatas eléréseheadiyaagonista esetén maximalis
receptor okkupanciara van sziikség még high-effi@twngonistak esetében is (19. abra).
A szintetikus full agonistédk dz- RRy, fliggvényeibl leolvashatd, hogy nagy.&ertékeknél
a rezerv értéeke meredeken csokken, mgjacE00% értéknél a gorbe a RR 0 érték felé
tart (vagyis a maximalis hatashoz zérus receptaretartozik). Vélemeényink szerint a
nyers és a feldolgozott adatok kozétti latszélaglentmondast ad- RRy, fliggvények
lefutasa segit feloldani (19. abra). A full agoaksteceptor rezervjének gyors kimerilése (a
RRy, fliggvények zuhandsa) ugyanis olyan nagyeEékeknél indul meg, amelyek a nyers
adatok szintjén gyakorlatilag nem kulonithek el a maximumtol. Ez tikrédik a 6.
tablazat adataiban is: az FSCPX altal nem inaktre@leptorhanyad (q) aktivaciéjara
kiszamolt b, alig marad el a teljes receptorkészlet stimul&eidj kivalthatd k-tol (ami
definicidészeiien 100%). A kilonbséget a méreési hiba és a biadlégi@abilitds a nyers
adatok szintjén teljesen maszkolja (15., 16. alardipomabb elemzés azonban felfedi (6.

tablazat).

Véleményilnk szerint tehat az irodalomban a maxasrtétasra kozolt (0-tol
kilobnbd®) receptor rezerv értékek valéjaban kdzel maxingiékekre vonatkoznak, akar
van erre utalas, akar nincs. Ha a jelen vizsgalat ERy, fliggvényeinek maximumat (5.
tablazat) ekvivalensnek tekintjik a maximalis hegtdgzolt irodalmi RR, értékekkel, az
eredmények dsszehasonlithatéva valnak. Az altaedumiaximalis (val6jaban 91-96%-0s)
negativ inotrép hatasra kapott 80-92%-osf8Rékek nagymértékben meghaladjak a
tengerimalac pitvari Areceptorok méas hatasokra (pl. negativ dromotrépiar

meghatarozott receptor rezervjét (14. tablazatalBgjan érthét, hogy a jelen
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vizsgélatban a szok&sosnal nagyobb koncentraciébaem révidebb ideig alkalmazott
FSCPX (12. tAblazat) nem tudta szignifikAnsan ceiitdni a hasznalt full agonistak direkt
negativ inotrép hatasanak.&at (15., 16. abra).

A fentiek alapjan megallapithatjuk, hogy tengeriatapitvaron az altalunk vizsgalt
harom szintetikus full agonista a (kdzel) maximdiigkt negativ inotrép hatasra nézve
igen nagy A receptor rezervvel bir, amely nagyobb, mint a hetésokra meghatarozott
irodalmi receptor rezerv adatok. Megallapithatjokabba, hogy egy full agonista origobol
felszallo, majd lefelé fordulva az x = 100; y =@npfelé tartd k - RRy, figgvényének

legjellemzbb pontja a maximuma, melyet az x és az y koordikézodsen jellemez.

RRy, a

Agonista Hatas . Hivatkozas
max. hatasra
az AV csomo atvezetési Dennis és
CPA idejének novelése 54 mtsai, 1992
M-DITC-ADAC az _AV. gsomonatve,zeteg 10-20 Zha.ng es
idejének novelése mtsai, 1997
a Kacado-n folyd K™ aram
novelése 2 . .
. Srinivas és
adenozin mtsai, 1997
az L-tipust C& aram 30 ’
csokkentése
R-PIA 18 .
a MAPDy, rovidiilése m'\f:;ieylggg
CCPA 63 !

14. tdblazat.A szazalékos Aadenozin receptor rezerv (RRnagysaga kiulonbéz
agonistakra és kulonbéhatdsok maximumara meghatérozva tengerimalacrpitva
Mindegyik vizsgalat a hagyomanyos receptorelmélatapulé assay-t alkalmazott. AV —
atrioventricularis; Kcnado — muszkarin aktivalta Kcsatorna; m-DITC-ADAC — egy
irreverzibilis A, receptor full agonista; CPA —°Myclopentyladenosine; CCPA — 2-chloro-
N®-cyclopentyladenosine; R-PIA — R¥phenylisopropyl)adenosine; MARP- a pitvari
monofazisos akcids potenciabidrtama 90%-os repolarizacional.

82



5.2.4. Az Areceptor rezerv az adenozin pitvari direkt negaibtrop hatdsara nézve

Elsd probalkozas a meghatarozasrAz FSCPX ebkezelés gyakorlatilag nem
befolyasolta az adenozin E/c gorbék.Eertékét (21., 23 abra), hasonldéan a szintetikus A
receptor agonistak E/c gorbéinekzahoz (15., 16., 24. abra). Az operativ és Furdhgot
féle Ka értékek kozott azonban tébb nagysagrendnyi ettéadtunk (7., 8. tablazat), ami
miatt az adenozin E/c gorbéket nem talaltuk alkalma& Ky meghatarozasara. Ennek az a
legvaloszifibb oka, hogy az adenozin, amely szamos enzim @sziparter szubsztratja, az
élé szdvetben igen rovid felezésiieel bir (Wilbur és Marchlinski, 1997; Pavan és
I[Jzerman, 1998; Fredholm és mtsai, 2001).dEkbvetkeden az adenozin szervkadbeli
koncentracidja (amit a beadott dozis és a szertddolgata alapjan szamolunk, és amihez a
hatast rendeljik) jeleéisen eltérhet az Areceptorok mikrokérnyezetében kialakulo
koncentraciotdl (ami a hatas kivaltasaért ténylegdslebs). Emiatt funkcionalis
kisérlettel nehéz fiziko-kémiailag korrekinK meghatarozni adenozin E/c gorbék esetében.
Emellett — az élbbiekkel 6sszefliggésben, de az adenozin limitatildékonysaga miatt is

— problematikus olyan magas sz6veti adenozin-dZiétieehozni, amely elegetichz

s sz

Masodik probalkozas a meghatarozasrma.gyors metabolikus clearancétfakado
nehézségek lekiizdésének elfogadott madja, hogyj@ébx adenozint atalakité enzimeket
és/vagy az adenozint szallité transzportereketnifz&losi és mtsai, 1982; Deussen és
mtsai, 1999; Ramakers és mtsai, 2008; Szentmikksaitsai, 2011a). EBbkiindulva
megismételtik az adenozinnal kivaltott direkt négatotrép hatas Areceptor rezervének
feltarasat célzé kisérleteinket NBTI jelenlétébemj szelektiv és hatékony nukleozid
transzport gatlé (Thorn és Jarvis, 1996). Az adeneliminacié csokkentésével a

meghatarozast kivantuk megbizhatébba tenni.

A munkacsoport kordbbi vizsgalatai soran a nuklgaznszport gatlasa fokozta az
adenozinra adott valaszt, ami az adenozin E/c ddaba tol6dasdban (vagyis az &C
csokkenésében) nyilvanult meg (Szentmiklosi és imt882; Gesztelyi és mtsai, 2003a).
Ezt a jelenséget az magyarazza, hogy a transzmaratielnozin transzport exkgd
(megfeleb oxigenizacio mellett) a cardiomyocytak belsej& fiehnyul, melynek fenntartéja
az ebBteljes intracellularis adenozin eliminécié (Deusésmtsai, 1999; Deussen 2000a,
2000b). A nukleozid transzport blokad tehat — aanadin intracellularis
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metabolizmusanak kivédése révén — noveli az intelst adenozin-szintet, ami pedig a

sejtfelszini adenozin receptorok fokozott stimubgioz vezet.

Ezzel szemben a nukleozid transzport gatlasa cedédte a lassu eliminacioju
adenozin receptor agonistak (pl. CPA) E/c gorbéjdheat és jobbra toltak a gorbét,
vagyis novelték az Efget (Gesztelyi és mtsai, 2003b; Karsai és mtsdl62@007). Ehhez
a kimenetelhez az endogén adenozin interstitiairc&ntracidjanak emelkedése vezetett,
ami az adenozin transzport gatlasanak ismert kéveténye (Deussen és mtsai, 1999;
Deussen 2000a, 2000b). A tobblet adenozin ugydinisikilja az adenozin receptorok egy
bizonyos hanyadat és ezaltal elhasznalja a rendsiegozinnal szembeni
valaszkészségének egy részét még a E/c gorbediehaditt (Karsai és mtsai, 2006, 2007).
Ez a jelenség azonban csak akkor szetimbeha az exogén agonistat a sejtek nem (vagy
csak igen lassan) elimindljak, ezaltal az exog@mmtgra, miutan eloszlott az extra- és
intracellularis terekben, nem fog hatni a sejtelséje felé mutatd Iényeges hajtéeEbben
az esetben a transzmembréan transzport gatlasa eremiyeli az exogén agonista

mennyiségét és ezen keresztll a sejtfelszini adenezeptorok stimulaciojat.

Megddbbenéstinkre azonban az FSCRKezelés ndvelte az NBTI jelenlétében
felvett adenozin E/c gorbékEcat (9. tAblazat, 23. abra), amit a legkevésbéamértvolna
egy irreverzibilis A receptor antagonistatél (Srinivas és mtsai, 188fiey és mtsai,
1998). Ez a paradox eredmény felvetette, hogy dagdn adenozin interstitialis
felhalmozodasa, ami az NBTI alkalmazasanak egyiletezménye (Deussen 2000a,
2000b; Karsai és mtsai, 2006, 2007), ebben az exseim hanyagolhat6 el.

Harmadik probalkozas a meghatarozasrA:munkacsoport korabbi vizsgalatai
soran egy hatas akkor szamitott torzultnak, amegrfigyelmen kivil hagyott (és
altalaban ismeretlen) agonista koncentracio a tecelp egy részét mar stimulalt allapotban
tartotta, amikor a kérdéses hatést kivaltotta eggiky figyelembe vett agonista
koncentracié (Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczentdai, 2010a). Ez alapjan a jelen
disszertacié NBTI jelenlétében felvett E/c gorhiéizultnak tekintettik.

Elméletileg a fent emlitett torzulas korrekciéjanegjobb modja az lenne, ha
meghataroznank a figyelmen kivil hagyott agonistackntraciot és bevonnank a E/c
adatok kiértekelésébe (az altala kivaltott hatasgglitt). Napjainkig azonban nincs olyan
eljaras, amellyel az interstitialis adenozin koric&eiét olyan pontosan lehetne

kvantifikalni, ami megfeld lenne a mi céljainkra. A jelenlemi vivoilletve ex vivo
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ey

modszerfliggen tudjak csak meghatarozni, a becslések a nanerkoéfwentracioktol a
mikromoélosokig terjednek (Karsai és mtsai, 2006isNeheaiség hianyaban a torzult
hatasokat valamilyen matematikai modell segitsddgéwreigalhatjuk. A mi valasztasunk
egy a munkacsoport altal kifejlesztett moédszerzeRRM-re esett, amely egy olyan
helyettesié paraméterrel szolgél szdmunkra, ami a mi kisétigtilményeink kozott is
pontosan meghatarozhatd, méghozza kézonséges tbkkgiegitségével (Gesztelyi és
mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a, 2010bjnéigdon az NBTI jelenlétében
felhalmoz6do tobblet interstitialis adenozint azNRRegitségével meghatarozott
ekvieffektiv CPA koncentracioval {ckvantifikaltuk, amellyel aztan korrigélni lehetetz
NBTI altal torzitott hatas értékeket.

Az NBTI jelenlétében felvett adenozin E/c gorbékasaértékeinek korrigaldsahoz
elészor azokat a hatasokat hataroztuk meg, amelyekibtet interstitialis adenozin
valtott ki (Byja9. Szerencsére a figyelembe vett (a E/c gorbe tieliéieez hasznalt; ,teszt”)
és a figyelembe nem vett (,torzitd”) agonistanaknesll feltétlentl azonosnak lennie
(Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2@@MEODb). EbBI kiindulva lehebséguink
van lassan eliminalédé adenozin receptor agoniktékeenni a E/c gérbét NBTI
jelenlétében, vagyis egy olyan rendszert vizsgaimelyben az NBTI csak az endogén
adenozin interstitialis szintjének emelésén ketddejti ki a hatasat a E/c gorbére. Jelen
kisérleteinkben lassan eliminalédé agonistaként €Rasznaltuk, melynek &sztvetben
sokkal hosszabb a féléletideje, mint az adenoziiRakan és 1Jzerman, 1998)6&t0r
tehat az RRM segitségével meghataroztuk az NBRiskaa felhalmozddott interstitialis
adenozin tobblettel egyenérte€PA koncentraciét (§. Mivel a g nem figg az A
receptor populacio nativ vagy depletélt jelléhétz az érték (45.08 nM CPA) érvényes
mind a nativ, mind az FSCPXé&kzelt pitvarokra. Ebll a CPA koncentraciobdl két
kllonb6d Ex = Byast Szamoltunk: egyet a nativ, Aeceptorokkal rendelkézitvarokra,
(mivel az endogén adenozin tobblet hatasa mar dizgly receptor populacio allapotatol).
A korrekt hatasokat, amelyeket nem érint a tobbhetogén adenozin torzité hatéasa, a
torzult hatasokbdl (az NBTI jelenlétében felveteadzin E/c gorbék konvencionalisan
kiszamolt hatas értékeikh) és a két B értéktdl hataroztuk meg.

A korrigalt hatdsok azt mutatjak, hogy az ikceptorkészlet FSCPX altali

deplécidja valojaban cstkkenti az adenozin maxsrdilekt negativ inotrop hatasat{f
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NBTI jelenlétében is, ahogy az eredetileg is v&hatt (25. 4bra). Az is kiderllt azonban,
hogy az E.ax csokkenése meglelésen kicsi, vagyis a tengerimalac pitvari ikceptor
rezerv az adenozin kivaltotta direkt negativ inpi&da is igen nagy (25. abra). Ez
dsszhangban van a harom szintetikugekeptor agonistaval (NECA, CPA, CHA) kapott
eredményekkel. Kijelenth&étehat, hogy az Areceptort a pitvari cardiomyocytak
kontraktilis rendszerével 6sszekapcsold jelatvitdonldan nagy ésitést produkal a stabil

szintetikus full agonistak és a bomlékony fizioldgfull agonista adenozin esetében.

Mivel az adenozin interstitialis koncentraciéi (gugalmi szint és annak valtozasai)
sajnos ismeretlenek, a korrigalt értékeket csad@mén adenozin szervkadbeli
koncentracidinak fliggvényében tudtuk abrdzolni é25a). Emiatt az adenozinra
vonatkozo A receptor rezervet nem lehetett szamszeimeghatarozni sem az operativ
modellel, sem a Furchgott médszerrel. Ennek elkeigea korrigalt hatdsokat mutat6 E/c
gorbék (25. abra) egyedulalléak abban a tekintetbegy mentesek az endogén adenozin
akadalyozva volt. Ezek a kvazi E/c gorbék teljesmaturaltak, igy a maximalis valaszok
egyeértelnien meghatarozhatoak és kisfoku valtozasuk is j@itékhet. Emellett a jelen
vizsgélat eredményei azt is demonstraljak, hoggdenozint atalakitdo enzimek és az
adenozint szallitd transzporterek gatlasa melkesrzklt E/c gorbék bizonyos esetekben
megtévesziek lehetnek és hibas interpretacidhoz vezethei@kipra), amennyiben a

torzulast nem korrigaljuk (25. abra).

Noha az RRM elvileg minden receptor esetén alkalvagly az A receptor
kitiintetett helyzetben van, mivel lassan deszear@idik (Mundell és Kelly, 2011) és
ezaltal leheivé teszi megbizhatdé kumulativ E/c gorbe felvétédtorsan deszenzitizalodo
receptor esetén az RRM nagyon pontatlan becsldatradlativ E/c gorbével vald
probalkozas esetén (Gesztelyi és mtsai, 2004) knamilativ E/c gorbével pedig még nincs
tapasztalat. Az RRM alapjaul szolgél6 koncepcia (4. egyenlet) azonban olyankor is
hasznos lehet az eredmények interpretalasabanpamiics méd kvantitativ

meghatarozasra.

A fentiek alapjan tehat megéallapithatjuk, hogy azdceptor medialta direkt
negativ inotrép hatasra vonatkozo receptor rezéenazin esetében is igen nagy. Ez a
vizsgalatunk arra is felhivja a figyelmet, hogyukieozid transzport blokad egyidégg
fejt ki potencirozé és gatlo hatast az exogén azianal felvett E/c gorbére. A jelenség

oka, hogy az NBTI kivédi az adenozin intracelllddsontasat mind az exogén, mind az
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endogén adenozin esetében (Deussen és mtsai, Ad@®nossagban az a tanulsag is
levonhato, hogy egy endogén agonista szintjéne&lair valtozasa szamottan

torzithatja azt a E/c gorbét, amelyet az adottsearben ugyanazzal az agonistaval vesznek
fel (illetve egy olyannal, melynek jelatviteli Utjaz adott endogén agonistaval jetesn

atfedést mutatnak).

5.2.5. A direkt negativ inotrOp hatdsra vonatkoadyA receptor rezerv jeledisége

Az ischaemias prekondicionalas jelenségétzir Murry és mtsai (1986) irtak le,
mely szerint egy hosszl ischaemi&ssithk okozta szdveti kdrosodas csokkebthe a
hosszu ischaemia elé néhany rovid ischaemias pesidktatnak be. Ez a tipusu védelem
utdnozhaté bizonyos hatéanyagoézettes beadasaval, amit farmakolégiai
prekondicionalasnak neveznek (Sommerschild és Ka&e, 2002). A prekondicionélast az
ischaemia elleni leghatékonyabb endogén kardioktiotenechanizmusok triggerének
tartjak (Otani, 2008).

A myocardialis A receptorok részt vesznek mind az ischaemias, mind
farmakoldgiai prekondicionalés létrehozasaban (Helaés Lasley, 2009; Headrick és
mtsai, 2011). Az Areceptor jelertiségét kiemeli, hogy agonistainak ismételt adagolasa
kronikus prekondiciondlt allapothoz vezet, amel€kii illetve mérsékli az ischaemia és az
utdna kovetkek reperflzié okozta szivizom kabulast (myocardiahsing), arrhythmiét,
akut myocardialis infarktust és szivelégtelenséDana és mtsai, 1998; Liao és mtsai,
2003; Fredholm, 2010; Laubach és mtsai, 2011). Bzelredmények alapot szolgéltatnak
azoknak a kutatasoknak, melyek célja farmakoléagagirekondicionél6é Areceptor
agonistak illetve Areceptor enhancer-ek kifejlesztése, melyek tesagitekkel
rendelkezhetnek a sziv ischaemiaval szembeni védshampontjabdl (Elzein és Zablocki,
2008; Schenone és mtsai, 2010; Fredholm, 2010eaHtfKupper és mtsai, 2012).

Az A; receptor agonistédk azonban kardialis hatdsok saglektrumaval birnak,
melyek k6zil néhany nemkivanatos (bizonyos esetek&beadott mértéken felll). llyen a
negativ kronotrépia, a negativ dromotrépia (ameiszen a harmadfoku atrioventricularis
blokkig terjedhet) és a negativ inotrépia (Fredhékmmtsai, 2001; Fredholm és mtsai,
2011). A nemkivanatos hatasok elkeriilésére pasdhalreceptor agonistak alkalmazasat
vetették fel, melyek kevesebb hatast valtanake&iazbk tobbségikben keddek (pl.
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farmakoldgiai prekondicionalas). A parcialis #eceptor agonista CVT-3619 kifejleéizt
szerint nem rendelkezik kardiovaszkularis hatagsalzhangban fejlesztésének eredeti
céljaval (Dhalla és mtsai, 2007). A szintén paisiAh receptor agonista VCP28,
capadenoson és CVT-2759, melyeket terapias illdimgnosztikus indikaciéban
kardioldgiai hasznalatra szannak, a beszamolékndézerm befolyasoltdk szamottean
sem a szivfrekvenciat (Urmaliya és mtsai, 2010yédht-Kupper és mtsai, 2012), sem a
pitvari myocytak elektrofizioldgiai paramétereitof® és mtsai, 2002). A CVT-2759 nem

érintette Iényegesen a ventrikularis myocytak kakttlitdsat sem (Song és mtsai, 2002).

Mivel az elektromos aktivitas és a kamrai pumpatidla sziv nikodésének
legfontosabb jellemd, a parcidlis A receptor agonistakkal foglalkoz6 korabbi kutatdaok
negativ kronotropiara, dromotrépiara és kamrairismtira fokuszaltak. Ily modon
napjainkig egy vizsgalat sem foglalkozott a pitvarireceptor altal medialt direkt negativ
inotrépiaval, jollehet a pitvarok megfetetnechanikai aktivitdsa segiti a diasztolés kamrai
telodést, emellett pedig elejét veszi a pitvari throstdu(vegetatio globulosa)
képzdésenek. A jelen disszertacio masodik vizsgalatielife hatarozta meg élként az
A; receptor rezervet a pitvari kontraktilitdsra néalészor konnyen tanulmanyozhaté,
stabil szintetikus agonistak felhasznalasaval,reatbomlékony fiziol6gias agonistaval, az

adenozinnal is.

A direkt negativ inotrép hatasra vonatkozgrAceptor rezerv megbizhaté mutatdja
a pitvari mechanikai aktivitas Aeceptor stimulacioval szembeni érzékenységének. A
vizsgélataink soran kapott nagy feceptor rezerv arra utal, hogy még a kis hatasiv
képesséfy (low-efficacy) A receptor agonistak is gyengithetik a pitvari kaktititast,
legalabbis tengerimalacban. Kiindulva azonban aaeznés a tengerimalac,Aeceptorok
kozotti nagyfoki homologiabdl (2. abra), tovabhditaari posztreceptoridlis jelatviteli utak
hasonldésagabdl (Fredholm és mtsai, 2001, 201ljektdhegativ inotrop hatasra vonatkozo6
A receptor rezerv jeletis nagysaga tengerimalacban azt sugallja, hogycdtiarA;
receptor agonistak csokkenthetik a pitvari kontidé&et emberben is. (Elképzeltiet
hogy ez a hatas csak azon egyénekben jelentkdzdkeazaatlagosnél érzékenyebbek az A
receptor stimulacioval szemben.) Bbkdvetkezen A, receptor agonista tulajdonsagu
vegyiletek hosszutava alkalmazésa soran érdemegadesiolni a pitvari mechanikai
aktivitas gyengulésére, mint lehetséges mellékhatas

A pitvari A; receptor rezerv meghatarozasat célzé vizsgalatagikntosabb

hianyosséga a kisérletek tisztan funkcionalis gellMindazonaltal ezek a vizsgalatok
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ramutattak a pitvari kontraktilitAs nagyfoku érzéksegére Areceptor agonistakkal
szemben, beleértve a fizioldgias ligandot, az adends. Ez utébbi jeledségét az adja,
hogy a szintetikus Areceptor agonistakon tul szamos olyan vegydilklingkai kiprobalas
alatt all, melyek az endogén adenozin szintjét likveetve az endogén adenozin hatasait
fokozzak (A receptor allosztérikus enhancer-ek) (Elzein é9atii2008; Schenone és
mtsai, 2010; Fredholm és mtsai, 2011; Szentmildesintsai, 2011a).

A jelen disszertacié masodik vizsgalati modelljéfgkredménye tehat az, hogy az
irreverzibilis A, receptor antagonista FSCPX nem tudta a tengernpathzari A, receptor
populéciét olyan mértékben depletélni, ami IényegessOkkenthette volna a vizsgalt négy
A receptor full agonista (NECA, CPA, CHA és adenpdinekt negativ inotrép hatasanak
maximumat. Ez azt mutatja, hogy az veceptor pitvari inotropiara konvergalo jelatvitel
Gtjai igen nagy jeldisitésiek. Ennek megfeléen a szintetikus agonistak esetében olyan
nagy A receptor rezerv értékeket kaptunk a direkt negattrop hatasra nézve, amelyek
meghaladtdk a mésok altal meghatérozattekeptor rezerv értékeket barmely mas hatésra,
amelyet a tengerimalac pitvari Aeceptor medialt. Eléh kdvetkeden a pitvari
kontrakcios ef csokkenése az:Aeceptor agonistak lehetséges mellékhatasanakkiats

barmely (kardidlis vagy extrakardialis) indikacigegn.
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6. Az U] eredmények 6sszefoglalasa

Els6 vizsgalati modelliink eredményei szerntengerimalac pitvari A; receptor
CPX (szelektiv, ortoszterikus A receptor antagonista) iranti affinitasa
hyperthyreosisban kismértékben csdkkeraz euthyreoid allapothoz képest. A &aely
affinitdscstkkenése hozzajarulhat azréceptor medialta folyamatok jol ismert
gyenguléséhez hyperthyreoid allapotban, a mértgja azonban valésfinhogy ez a
mechanizmus csak részben féteh jelenségért. Azt is megallapitottuk, hogy a Ciek

csak az eu-, hanem a hyperthyreoid pitvarréceptoron is tisztan kompetitiv antagonista.

Masodik vizsgalati modell kisérletei soran azt k&phogy az irreverzibilis A
receptor antagonista FSCPX (10 uM 45 percig, majgefc mosas) nem csokkentette
olyan mértékben a tikodoképes A receptorok szaméat, ami miatt szignifikAnsan csiklee
a vizsgalt A receptor full agonistdk (NECA, CPA, CHA és adenddiltal kivaltott direkt
negativ inotrép hatads maximuma tengerimalac bahpin. Ezzel 6sszhangbastabil,
szintetikus Aq receptor full agonistdk (NECA, CPA, CHA) esetén &bdzel maximalis
direkt negativ inotrép hatashoz tartozé A receptor rezervre igen nagy, 80-92%
kozotti ertekeket kaptunk. Ezek a receptor rezerv értékek nagyobbak voltiakiem
korabbi irodalmi adatnal, ami az Aeceptor medialta egyéb hatasokra vonatkozott
tengerimalac pitvaron. Az &szdévetben bomlékony és gyorsan kompartmentalipaléd
adenozin esetében az receptor rezerv kvantifikalasa nem sikeribt, & adenozin E/c
gorbék paradox modon viselkedtek NBTI (az adenoznacellularis eliminaciojat kivéil
nukleozid transzport gatlo) jelenlétében. Az NBTiathtorzult adenozin E/c gbrbék
matematikai korrekciéja utan azonban kideriilt, hagydenozin direkt negativ inotrop
hatasara vonatkozo A receptor rezerv a szintetikus agonistakéhoz hasadn nagy
Ezek az eredményeink arra utalnak, hogy a pitvamidaktilitds igen érzékeny az A
receptor stimulaciojara, ami miatt szamitani kegditaari kontrakcios €r csokkenésére
parcidlis A receptor agonisték és, Aeceptor enhancer-ek esetében is, mint lehetséges
mellékhatésra.
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7. Summary of the findings

The main finding of our first study is thaffinity of the guinea pig atrial A;
receptor towards CPX, a selective, orthosteric Areceptor antagonist, moderately
decreases in hyperthyroidismas compared to the euthyroid state. The reducedtgfof
the binding site may contribute to the well-knowetkase of Areceptor mediated actions
in hyperthyroidism (although it is probable thastmechanism is only in part responsible
for the phenomenon). In addition, we found that G®A pure competitive antagonist for

the hyperthyroid and not only for the euthyroidatA; receptor.

Results of our second study show that FSCPX, amearsible A receptor
antagonist (used in 10 uM for 45 min, followed &ymiin wash-out), failed to decrease the
number of operable Areceptors in an extent that would be sufficiendigmificantly
reduce the maximum of the direct negative inotragfiect of NECA, CPA, CHA and
adenosine, four Areceptor full agonists, in guinea pig left atdacordingly,A; receptor
reserve has been found to be considerably great,mging between 80-92% for the near
maximal direct negative inotropic effect evoked bNECA, CPA and CHA, three
stable synthetic A receptor full agonists These receptor reserve values are higher than
all historical values determined for any otharr@ceptor mediated effect in the guinea pig
atrium. Quantification of Areceptor reserve failed for adenosine, a compadhiaicis
eliminated and compartmentalizes rapidly in thenlimissues. Moreover, adenosine E/c
curves generated in the presence of NBTI, a nuidledsansport inhibitor preventing the
intracellular elimination of adenosine, seemeddbave paradoxically. However, after the
mathematical correction of adenosine E/c curvesdoidoy NBTI, it turned out tha;
receptor reserve for the direct negative inotropieffect of adenosine is similarly great
as that of the synthetic agonistsThese results indicate that atrial contractiktyery
sensitive to the stimulation ofiAeceptors. Thus, a decrease in the contractiézfof atria,
as a possible side effect, should be considereqdl ievilne case of partial/Aeceptor

agonists and Areceptor enhancers.
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