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1. Bevezetés és célldzés

A legalacsonyabb jovedelimorszagokban 8k szamara napjainkban is az
alapveb sziksegletekben mutatkozo hiany és @érbetegségek jelentik a
legfébb kihivast a varhato élettartam szempontjaboleEgzemben mar az also
kozepes jovedelemmel rendelkemrszagokban is az élre kertilnek a
kardiovaszkularis betegségek mint legjefsebb halaloki csoport, és ezt a
vezeb helyet megtartjak a felkdzepes és a magas jovedglonszagokban is.
Ezzel 6sszhangban Magyarorszagon is a sziv- asdémeri betegségek jelentik
a legnagyobb veszélyt a varhato élettartam éseamigbség szempontjabal,
megebzve a legkomolyabb rivalisnak szamité rosszindul#ganatos
betegségeket. A keringési rendszer betegségeidgbkisen a nagyvérkari
artéridk atherosclerosisara vezedle&tvissza, ami altalaban érinti a szivet ellato
koszorusereket is. Ennek kbvetkeztében az ischaesnigbetegség az egyik
vezeb halalok a jobb életszinvonalorbklszamara.

Erdekes fejlemény ugyanakkor, hogy a legfejlettietstzagokban a
kardiovaszkularis betegségek (és ezeken beliichaésnias szivbetegség)
aranya csotkkenni kezdett a tobbi halalokokhoz képeslyet a széleskbr
felvilagositdo kampanyoknak és ezzel dsszefliggéatért hodito
egészségtudatosabb életvitelnek tulajdonithatiiagyarorszag sajnos ezen a
téren le van maradva a tobbi magas jovedainszaghoz képest.) A magas
életszinvonal tehat nem jelent szikségsaenagy kardiovaszkularis

kockazatot.

Az ischaemias szivbetegség visszaszoritasananj@ri médja az
atherosclerosis medalése egészségesebb taplalkozassal €s (a mozgasszegé
életet ébk szamara) tdbb aerob (a dolgoztatott izmok véegedkt nem korlatozo)
mozgassal. Uj lehéségnek szamit ugyanakkor a sziv ischaemiaval szémbe
endogén vedekékepességenek fokozasa, amely kilonésen a mar Uialak

koronaria-szklerézisban szenw&dbszamara fontos. A sziv ischaemiaval
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szembeni endogén védekezéseben alapaetrepet tolt be az adenozin, amely
protektiv és reparativ folyamatokat inicial az semianak kitett
myocardiumban. Ezek farmakoldgiai befolyasolhatésalfigszerte a kutatas

élvonaladban van.

A myocardium nyugalmi adenozin-szintje nem befobji@siényegesen a
sziv mikodését. Patoldgias kortlmények kdzott (pl. ischiaban) azonban az
interstitialis adenozin koncentracio kath megemelkedik ahhoz, hogy ingerelje
az adenozin receptorokat. A sziv adenozinerg menmasai kiemelkedl
jelentsédiek a kdrosodasok megeésében illetve az elszenvedett sérulések

helyrehozatalaban.

Régil ismert a pajzsmirigy 3,3",5-trilodo-L-tironin §lés L-tiroxin (Ty)
hormonjainak hatasa a keringési rendszerre éslkadihis a sziv adenozinerg
rendszerére. Ennek ellenére relative kevés és emakéllentmondo adat all
rendelkezésre a myocardiuthddenozin receptor tipusanak, azatlenozin
receptornak a valtozasaroél hyperthyreoid korilm&rkgezott. Igaz ez az A
adenozin receptor (Areceptor) ortoszterikus kiitelyének esetleges valtozasara
IS.

Az A, receptor sokféle szovettipuson expresszalodikrddse
szervezetben. Ez komoly kihivast jelent azéceptor agonista tulajdonsagu
gyogyszerjeldltek fejlesztése szempontjabol, maveeadott molekula minden
A, receptor hordozo széveten hatni fog, nem csakapites célponton. A
probléma megoldasaban segitséget jelenthet, hkigjlddé hatas nem
egyforma intenzitasu a kiulonb®zzoveteken. A hatas figg ugyanis a
receptorszamtol és a receptor altal befolyasdtydeli utaktol, amelyek
altalaban eltérek a kulonbo& szoveteken. Az Areceptor agonista
gyogyszerjeldltek mellékhatas-profilja szempontjdbbat nagy jelesege van
annak, hogy az egyes sztveteken a rajuk jetleadenozinerg hatasok milyen
intenziven valthatok ki, vagyis mekkora az un.réceptor rezervjik.

Tudomasunk szerint az;Aeceptor rezervet a pitvari negativ inotrop hatéség
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nem hataroztak meg, noha a pitvari kontraktilitgsrgilése hatranyosan érinti a
kamrai tebdést, €s ami ennél is fontosabb, pitvari thrombakakulaséara

hajlamosit.
A fentiek alapjan vizsgalatainknak kétdélja volt:

1. Fel kivantuk deriteni, hogy a tiroxin-kezelés mdtpziatja-e a pitvari A
receptor ortoszterikus kéftelyének affinitasat. E célbol megbecsiiltik a
szelektiv, kompetitiv Areceptor antagonista CPX (8-cyclopentyl-1, 3-
dipropylxanthine) affinitdsat az,Aeceptorhoz. Az etscél megvalodsitasahoz
szlUkséges kisérleteket a tovabbiakban a disszedBivizsgalati modelljének

nevezzik.

2. Meg kivantuk hatarozni, mekkora az #eceptor rezerv a pitvari direkt
negativ inotrop hatasra nézve. (Receptor regkakkor beszeliink, ha hatas
maximalis értékhez képesti szazaléka nagyobb, aaieizt kivaltd receptor
okkupancia maximalis értékhez képesti szazalékavg¢INd receptor rezerv
konkrét értéke fligg az agonistatol is, a vizsgaatitbbféle ligandot
hasznaltunk: harom stabil szintetikus agonista@lbba a bomlékony fiziologias
agonistat, az adenozint. A masodik cél megvalGsigédekében végzett
kisérleteket a tovabbiakban a disszertacio masogdgalati modelljének

nevezzuk.

Kisérleti rendszerként izolalt, ingerelt tengeriatabal pitvart
hasznaltunk. Ez leh&té tette, hogy az Areceptor affinitdsat és rezervjét zavard
kiulso hatasoktol mentesen vizsgaljuk. A faj kivalasztasabbdl indultunk ki,
hogy a laboratoriumi allatok k6zil a tengerimalaaéceptora all a legkdzelebb

az emberéhez.



2. Anyagok és modszerek

2.1. Vegyszerek és oldatok

Az altalunk hasznalt vegyszerek: Na-levotiroxin tadidrat (T, tiroxin),
NECA (5-(N-ethylcarboxamido)adenosine), CPA*{®yclopentyladenosine),
CHA (N°-cyclohexyladenosine), CPX (8-cyclopentyl-1,3-dipybxanthine),
FSCPX (8-cyclopentyl-R[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]- i
propylxanthine), NBTI (S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyd}hioinosine), adenozin
(Sigma). A preparatumok tapoldata végig 36 °C-asbikroldat volt (NaCl: 118
mM, KCI: 4.7 mM, Cadd: 2.5 mM, NaHPQO,: 1 mM, MgCh: 1.2 mM, NaHC@Q:
24.9 mM, glikdéz: 11.5 mM, aszkorbinsav: 0.1 mM).

2.2. Allatok és preparatumok

Kisérleteinkhez 500-900 g testtoniddgm tengerimalacokat hasznaltunk
fel. Az allatok tartadsa és feldolgozasa dsszhangbtra Debreceni Egyetem
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak Etikai Kodavel (DE MAB 35/2007.).

In vivo tiroxin-kezelés

Az el vizsgalati modellben résztvéwallatok egyik része napi 33@/kg
Na L-tiroxin pentahidratot kapott 8 napon keresgillmig a tébbi allat 8 napon

at a tiroxin oldoszerét kapta ip.. Az allatokatilerkcedik napon hasznaltuk fel.

A bal pitvarok preparalasa

A dekapitalt allatokbol kivagott bal pitvarokat &N nyugalmi feszulés

mellett Krebs-oldatot tartalmazo6 10 ml-es szervkéda (TSZ-04, Experimetria,



Budapest) fuggesztettiik fel. A Krebs-oldatot kadiotel (95% @és 5% CQ)
szelbztettik (pH=7,4; 36 °C). A pitvarok platinaelektadkeresztili pontszér
ingerlését a felfliggesztés utan azonnal megkezatjikeépitett programozhato
stimulator (ST-02, Experimetria, Budapest) ésHf (PST-02, Experimetria,
Budapest) segitségével a kiiszdbfesziltség kétératkalmazva (kb. 1V, 3

Hz, 1 ms impulzusszélesség). A kontrakcidg az izometrias 6sszehltzodasok
amplitidéjaval jellemeztik, amit transzducerrel {@0) Experimetria, Budapest)
es jeledsitovel (SG-01D, Experimetria, Budapest) mertink, vatarmoligraffal
(R-61 6CH, Medicor, Budapest) rogzitetttink.

2.3. Kisérleti protokollok és csoportok

Az A adenozin receptor CPX iranti affinitasanak vizegal

1. protokoll: Az olddszer-kezelt (S) és tiroxin-kezelt (T) csapk
pitvarai (az ingerlés megkezdése utan) 25-30 pé&atps-oldatban
inkubalodtak, majd 104M adenozint kaptak 1-2 percre (,edzés”). 15 perces
mosas utan a pitvarokhoz tDDMSO-t adtunk (mint a CPX old6szerét), majd
kumulativ koncentracié-hatas (E/c) gorbét vettiglkdjtuk adenozinnalS1
Kontroll gorbg. Ezt kdvebten 15 perces mosas kdvetkezett, majd 20 iperitro
kezelés 0.1LM CPX-szel, utana (mosas nélkil) egy Gjabb kumulatc gorbe
adenozinnal%1 0.1uM CPX go6rbé. 15 perc mosas utan 20 parwitro kezelés
jott 1 uM CPX-szel, majd kumulativ E/c gbérbe adenozingdl (uM CPX
go6rbe. Ujabb 15 perces mosas utan 20 pendtro kezelés kovetkezett 10M
CPX-szel, azutan kumulativ E/c gbérbe adenozinBalX0uM CPX goérbé.

2. protokoll: 40-45 perces inkubéaciot koven ebszér minden pitvaron
felvettiink egy kumulativ adenozin E/c gorbét. Emutd perc mosas
kovetkezett, majd 20 penc vitro kezelés jott a kovetkézlrendezésben: a ket
kontroll csoport pitvarai 1Ql DMSO-t kaptak, az S2 IM CPX és T2 JuM



CPX csoportban a pitvarokhozuM CPX-et adtunk, mig az S2 11 CPX és
T2 10uM CPX csoport pitvarai 10M CPX-et kaptak. Ezt kovéen (ebzetes
mosas nélkil) kumulativ E/c gorbét vettiink fel nengitvaron CPA-val. (A
CPA lassu eliminacidja miatt kulén kontroll illete&P X-kezelt csoportok

keriltek kialakitasra.)

Az FSCPX tulajdonséagainak vizsgéalata izolalt piorar

40-45 perces Krebs-oldatban val6 inkubéacié utaitvamkon kumulativ
E/c gbrbét vettink fel adenozinnal. 15 perc mosas protokollfigg in vitro

kezelés kovetkezett:

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

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

5. protokoll: 45 perc inkubacié 10l DMSO-val (NECA N+W csoport)
illetve 10uM FSCPX-szel (NECA X+W csoport), majd 120 perc nm0sa

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

Az A adenozin receptor rezerv vizsgalata NECA-val, Galhes CHA-val

6. protokoll: 40-45 perc Krebs-oldatban val6 inkubéacié utanteapokon
kumulativ adenozin E/c gorbét vettiink fel (edzéazadenozinnal szembeni
valaszkészség felmérése céljabol). 15 perc modasbt perc inkubacio
kovetkezett 1l DMSO-val (N jelzé§ csoportok) illetve 1M FSCPX-szel
(X jelzédi csoportok), melyet 75 perc mosas kovetettirAztro kezelés utan
minden pitvaron kumulativ E/c gbrbét vettink felsmportnévben jelzett

szintetikus A receptor agonistaval.



Az A adenozin receptor rezerv vizsgalata adenozinnad grobalkozas

7. protokoll: 25-30 perc Krebs-oldatban valé inkubéaciét kéeeta
pitvarok 100uM adenozint kaptak 1-2 percre (edzés). 15 perc snom a
pitvarokhoz 1Qul DMSO-t adtunk (mint az FSCPX olddszerét), majdnkilativ
E/c gbrbét vettink fel rajtuk adenozinnBIl7/(Kontroll gérbé. 15 perc mosas
utan 45 perc inkubécioé kovetkezett i FSCPX-szel, majd 75 perc mosas.
Ezutan Ujabb kumulativ adenozin E/c gorbét vetfiehkP7 FSCPX gérbe

8. protokoll: 25-30 perc Krebs-oldatban val6 inkubacié utanaapok
100uM adenozint kaptak 1-2 percre. 15 perc mosast kéwvea pitvarokhoz 10
ul DMSO-t adtunk, majd kumulativ E/c gorbét vettifekrajtuk adenozinnal
(P8 Kontroll gorbg. 15 perc mosas utan a pitvarokat 15 percig inkukd 0
uM NBTI jelenlétében. Ezutan (&tetes mosas nélkil) kumulativ adenozin E/c
gorbét vettink felR8 NBTI gorbg 20 perc mosas utan 45 perc inkubacio
kovetkezett 1M FSCPX-szel, majd 60 percig mostuk a preparatutndka
koveben a pitvarokat 15 percig inkubaltuk g® NBTI-vel, majd (szintén
mosas nélkil) tjabb kumulativ adenozin E/c goriegimk fel P8
FSCPX+NBTI gorbe

9. protokoll: 40-45 perc Krebs-oldatban val6 inkubéacié utanteapokon
kumulativ E/c gorbét vettiink fel adenozinnal. 15cpaosas utan a pitvarokat 15
percig inkubaltuk 1Qu DMSO (P9 Kontroll csoport) illetve 10M NBTI (P9
NBTI csoport) jelenlétében. Ezutandettes moséas nélkul) kumulativ CPA E/c

goOrbét vettink fel.

2.4. Az A illetve Kg meghatarozasa

A Schild egyenletet globalisan illesztettik az < 2éprotokoll
gOrbecsaladjainak atlagolt adataira (az atlagakgyknliti az egyedi gorbék

biolégiai variabilitasat és a méreési hibakat, atveli a kapott regresszios



paraméterek megbizhatosagat). A Schild egyenletet wariabilis, mind
rogzitett (S=1) Schild koefficienssel illesztettidkkét modell illeszkedésének F
teszttel valo 6sszehasonlitasa utan a jobb illeExkenellett kapott paramétert
fogadtuk el. Ha S=1 mellett volt jobb az illeszkegda kapott Aértéket

egyszersmind Kcnek is tekintettik.

2.5. A Ky, meghatarozasa

Az operativ modell egyenletét globalis illesztettii&. €s 7. protokoll
gorbecsaladjainak atlagolt adataira megoszigtke és 3, parameterek mellett

(at lehetett elt&f). A kapott K, értékeket operativ &knak neveztik.

A Furchgott modszerhez ugyanazon E/c gorbék adialgbztuk fel, mint
az operativ modszerhez. Az atlagolt E/c gorbék gkys paraméterei (s
ECso, n) alapjan 12 altalunk kivalasztott hatas értekkiszamoltuk a kivaltd
koncentracidkat a Hill egyenlet segitségével. Aanas agonistahoz és azonos
hatashoz tartozé koncentraciokat parokba rendemté}d abrazoltuk az intakt
receptorokhoz tartozé koncentracidkat a depletgkptorallomanyhoz tartozé
koncentracidk logaritmusanak fliggvényében. Az iglydit gorbékre Furchgott

egyenletét illesztettik, akértékeket Furchgott-féle &Knak neveztik.

2.6. A receptor rezerv kvantifikalasa

A szézalékos receptor okkupangig)(meghatarozhaté az agonista
koncentracidbol és afbol, mig a szazalékos hatakt,) a maximalis hatas
szazalékdban kifejezett hatasként értelmeztikjeafak apq, és aky,

kapcsolatat is.

A receptor rezervet egyrészt a PSR-rel (pharmaamdbghift ratio;

KA/EGCsp) jellemeztik, masrészt kifejeztik szazalékos faramais RRy, = Eo, -
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py). A szazalékos receptor rezervet mindharom szkoieagonistara
meghataroztuk mindkét ereddf,-bél, majd abrazoltuk a szazalékos hatas

fuggvényében.

2.7. A CPA koncentracié-hatas gorbék NBTI okoztautasanak
kvantifikalasa

Az NBTI jelenlétében felvett és konvencionalisaaraplt hatas értékekkel
abrazolt E/c gorbéinket torzultnak tekintettik, laba@ torzitd agonista
koncentracié az endogén adenozin interstitialickatracié-névekmeénye volt,
ami a nukleozid transzport gatlasanak hatasaralakek Mivel a CPA lassan
eliminalddik az altalunk hasznalt kisérleti rendbédk a CPA pitvari sejtekbe
valo felvételének NBTI altali gatlasa nem novehsottewwen a CPA
koncentracidjat az Areceptorok sejtfelszini kéhhelyének kornyezetében. Emiatt
a nativ és NBTI jelenlétében felvett CPA E/c gorkékotti kilbnbség oka
donen az a hatas, melyet az endogén adenozin-tolefil&t. fEbDI kiindulva
az NBTI hatasara felhalmozodott interstitialis amgnt az ekvieffektiv CPA
koncentraciéval (¢ kvantifikaltuk oly médon, hogy az RRM egyenled&iP9
NBTI csoport atlagolt CPA E/c gorbéjére illesztkttdz illesztett egyenlet a P9
Kontroll csoport atlagolt CPA E/c gbrbéjének entpis paramétereit tartalmazta

(mint a torzitatlan allapotot leiro jelleidiet).

2.8. Az NBTI jelenlétében felvett adenozin koncéaoin-hatas gorbék

hatas értékeinek korrekcidja

Az NBTI jelenlétében felvett adenozin E/c gorbékztdasanak
meghatarozasa a 9. protokoll atlagolt CPA E/c gbtihéyert G segitségével
tortént. Feltételeztik, hogy az endogén adenotbksd ugyanakkora az intakt
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es az FSCPX-8kezelt pitvarokon, ezért az intakt pitvarokon kapptet
hasznaltuk fel mind a P8 NBTI gorbe, mind a P8 F&EWBTI gorbe
korrekciojahoz. Figyelembe vettiik ugyanakkor, hagy-szel ekvieffektiv
torzité adenozin koncentracio elidratast fejt ki az intakt Areceptorokon, mint
az FSCPX altal depletalt;Aeceptor populacion. Ezért meghataroztuk a CPA
E/c 6sszefliggesét FSCPXslezelt pitvarokon is (P6 FSCPX csoport). Amikor
a P8 NBTI gorbét korrigaltuk, a P9 Kontroll csopatiagolt CPA E/c
gorbéjének empirikus paramétereit hasznaltuk tglraellett, amikor pedig a P8
FSCPX+NBTI gorbe kertilt korrekciéra, amellett a P6 FSCPX csoport
atlagolt CPA E/c gorbéjének empirikus paramétdrasiznaltuk.

A korrigalt hatas értekek mind az endogén adeniithletet, mind az
exogén adenozint figyelembe veszik. Ez |6hétteszi, hogy az NBTI hatasat az

adenozin E/c gorbékre torzulas nelkil vizsgaljuk.

2.9. Alkalmazott egyenletek

Hill egyenlet

Cn

E=E, . 0B
c"+EC,

ahol:c — az agonista koncentraciof:- a hatask.x— az adott
rendszerben az adott agonistaval elérhaiximalis hatad=Cs, — a félhatasos

agonista koncentraci@;— a Hill koefficiens (Hill slope faktor).

Schild egyenlet




ahol:c, E, Enax €sn — a Hill egyenlet paraméterd&C s, — a félhatasos
agonista koncentracié az antagonista hianyabantésza Hill egyenlet
paramétere);B] — az antagonista koncentracidf- a Schild koefficiensa, —
az az antagonista koncentracio, amely megduplazaganista E/c gorbéjének
félhatasos koncentraciojat (BG 2EC s0). Ha S = 1, akkoA; = Kg (mely
utobbi az antagonista-receptor komplex egyensiggzaciacios allandoja).

Az agonizmus operativ modelljének egyenlete

E=E ()™
ey ok

ahol:c — az agonista koncentraciélg; — az agonista-receptor komplex
egyensulyi disszociacios allandokg, — az adott rendszerben eléthataximalis
hatasn,, — az operativ slope faktar;- az operativ hatekonysag (az agonista

hataslétrehoz6 képességének mértéke).

Furchgott egyenlete

c= K, lclq
Ky +clll-0)
ahol:c — a nativ E/c gbérbéhez tartoz6 agonista koncentrédc- a
depletalt receptorkészieE/c gbrbéhez tartozé agonista koncentra€jd:- az
agonista-receptor komplex egyensulyi disszocidoidstansag — a nem

inaktivalt receptorok hanyada az irreverzibilisaunistaval kezelt rendszerben.

A receptorialis valaszkészség modszer (RRM) edggenle

1001(100- E)
100-E

E'=100-

bias
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ahol:E’ — a torzult hatas (melyet a teszt agonistanaldimtétunk, de
valbéjaban a teszt agonista és a torzitd agonistdden Iétrehozott hatas&):- a
torzitatlan hatas (a teszt agonista és a torziidiaa korrekt kiértékeléssel
kapott kozos hatasd.s— az hatas, amelyet a torzité agonista 6nmagatman h

|étre (a torzulas oka).

10001100~ E (0 + )’
™ ot ou) +ECE

test

Cn

X

n n
c, +EC,

E'=100-

100-E,,

ahol:E’ — a torzult hatas;e.s;— a teszt agonista koncentracidja (a E/c
goOrbék felvétele sordn hasznalt agonista konceaiedrE, ., ECso €sn— a
torzitdé agonista hianyaban felvett E/c gorbéneklleelgyenlet illesztése révén
nyert paraméterei (az intakt E/c kapcsolat leigi}; a teszt agonista azon

koncentracidja, amely ekvieffektiv a torzitd agtamisoncentraciojaval.

A sz&zalékos receptor okkupancia

= C
* c+K

[100%

A

ahol:c — az agonista koncentraciolg; — az agonista-receptor komplex

egyensulyi disszociaciés konstansa— a szazalékos receptor okkupancia.

A sz&zalékos receptor okkupancia és a szazalékas kapcsolata

E%=( Ka g P j [100%
EC,, 100%- p,

ahol: py, — a szazalékos receptor okkupanEig:— a szazalékos hatds; .y,
ECso ésn — a Hill egyenlet paraméterd, — az agonista-receptor komplex

ekvilibrium disszociacios konstansa.
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2.10. Adatelemzés

Két adathalmazt, ha mindké&tormal eloszlasu volt és a varianciaik is
homogénnek bizonyultak, parositott vagy parosiaiaudent-féle t-probaval
hasonlitottunk dssze. Ha csak a normalitas vizegakeleltek meg, Welch altal
korrigalt t-probat hasznaltunk. Harom vagy tobbthdbnaz dsszehasonlitasat
Newman-Keuls post-teszttel kombinalt egyszempoatianciaanalizissel (one-
way ANOVA) vagy ismételt méréses egyszempontu warganalizissel
(repeated-measures one-way ANOVA) végeztik, ha enradiathalmaz atment
a normalitas vizsgéalaton és a varianciak homogsdnitak vizsgalatan. Ha
barmelyik akar az egyik teszten is megbukott, Dposet-teszttel kombinalt
Kruskal-Wallis tesztet hasznaltunk. A csoportokdq@artékeinek kilonbségét
p<0.05 esetén tekintettik szignifikansnak. Az akkattdltalaban szamtani kdzép
+ SEM formaban k&zoltuk.

Olyan fuggvények esetében, amelyeken gorbeilleseégeztiink, az x
tengelyen az adott mennyiség tizes alapu logardtralsrazoltuk (az x
mennyiség az illesztett egyenletben is logaritmikumaban szerepelt). Azokat
a paramétereket, amelyeknek a logaritmusa kévendiagloszlast (E6g, Ka, T,

Cx, Ay), Ugy illesztettilk, hogy az egyenletben a logangokat szerepeltetttik (pl.
EC,, helyett 16"°%5%0). A gérbeillesztés precizitasat és ezaltal azradgek
megbizhatésagat a regresszios paraméterek 95%nbddwrcia intervallumaval

jellemeztuk.

A statisztikai elemzéshez és a gorbeillesztéshemphPad Prism 4.03 for
Windows szoftvert hasznaltuk. A tdbbi szamitastigsoft Office Excel 2003

vagy 2010 szoftverrel végeztik.
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3. Eredmények

3.1. Az A, adenozin receptor CPX iranti affinitasanak valsaza

8 napos tiroxin-kezelés utan

Az A adenozin receptor affinitds adenozinnal vizsgalva

A variabilis Schild koefficiens modell illeszkedése szignifikansan jobb
volt, mint az egységnyi Schild koefficighsodellé mind az oldészer-, mind a
tiroxin-kezelt pitvarok esetén. Ebltkdvetkeden a CPX létrehozta géatlast az
adenozin negativ inotrép hatasaval szemben csakmpékkel (€s nem pkvel)
tudtuk jellemezni. Az oldGészer-kezelt pitvarok péttéke figyelemre méltéan
nagyobb volt, mint a tiroxin-kezelt pitvaroké, mitien a 95%-o0s konfidencia
intervallumok nem fedtek at egymassal. Ugyanan®X @ehat efsebb gatlast

hozott lIétre az euthyreoid pitvarokon, mint a hyipgreoidokon.

Az A adenozin receptor affinitas CPA-val vizsgéalva

Szemben az adenozinnal, a CPA-val felvett E/c ddebaéz egységnyi
Schild koefficieni modell szignifikAnsan jobban illeszkedett mincbédbszer-,
mind a tiroxin-kezelt pitvarok esetében, a CPX alagtlas tehat jellemezidet
volt pKg értékkel. Az oldbszer-kezelt pitvarok pifa nagyobb volt, mint a
tiroxin-kezelt pitvaroké, a 95%-o0s konfidencia milumok pedig nem fedtek
at. Ez azt jelenti, hogy a CPX-nek kisebb az afisa a hyperthyreoid
tengerimalac pitvarok Areceptorahoz, mint az euthyreoidokéhoz, ami azsu-
hyperthyreoid tengerimalac pitvari Aeceptorok ortoszterikus kitelyének

eltér szerkezetére utal.
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3.2. A pitvari direkt negativ inotropia;Aadenozin receptor rezervje

Az A adenozin receptor rezerv a NECA, CPA és CHA diregativ inotrop

hatdsara nézve

Az FSCPX hatasaAz FSCPX jobbra tolta a E/c gorbéket, ami a
kompetitiv antagonizmus képét utanozza. Ez aattieleogy még a 45 perces
inkubacio 10uM FSCPX-szel sem tudott akkora Peceptor frakciét inaktivalni,
ami elegend lenne a pitvari direkt negativ inotrop hatagganak szignifikans

csOkkentéséhez.

Az operativ K meghatarozasaAz agonistak affinitasi sorrendje: NECA >
CPA > CHA volt, az operativ efficacy sorrendje gpdiPA > CHA > NECA.

A Furchgott-féle ik meghatarozasaA Furchgott-féle i értékek
hasonldak voltak az operatiw lertékekhez, ennek megfeieh az affinitasi
sorrend: NECA > CPA > CHA. A q értékek alapjan azdéceptorok mintegy
80-90%-a inaktivalddott az FSCPX5kézelés kbvetkeztében.

A receptor rezerv jellemzése PSR értékekk@& SR értékek mindharom
agonista esetén lényegesen nagyobbak voltak, nfarhila minimum). Mindkét

eredelt Kn-val szamolva a receptor rezerv sorrendje: CPA AGHNECA.

A receptor rezerv jellemzése R&tékekkel A RRy, alapjan ugyanaz a
sorrend allithat6 fel az agonistak receptor rezerv@int a PSR szerint, mind az
operativ, mind a Furchgott-féle\kalapjan: CPA > CHA > NECA. A RRRet a
Eo, fUggvényében abrazolva azok egy maximum eléré&seraeredeken lefelé

kanyarodva a 100%-os£hal a 0%-0s receptor rezerv értékhez tartanak.

Az A adenozin receptor rezerv az adenozin direkt negatitrop hatasara

Az FSCPX hatasaAz FSCPX edkezelés az adenozin E/c gbrbét is jobbra
tolta a kompetitiv antagonizmus képét utanozva.dogkkor, mig a szintetikus
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A, receptor agonistak E/c gorbéi |0l szaturalodtakF% jelenlétében is, az

adenozin E/c gbrbék az FSCPXlazelés utan nem szaturalodtak teljesen.

Az operativ K meghatarozasaAz adenozin E értéke megkdzelitette a
szintetikus agonistak.keit, ezzel szemben az adenozifj két-harom

nagysagrenddel nagyobb volt, mint a szintetikusegake.

A Furchgott-féle Kk meghatarozasayoha a q hasonlo volt a szintetikus
agonistakra meghatarozott g-hoz, aigen nagy volt, csaknem két
nagysagrenddel nagyobb, mint a szintén nem kicsiadjy K, (8-9 mMvs.

398.1 mM). Ez megkéfijelezte az adenozin E/c gérbékimeghatarozott K
értékek megbizhatosagat és értelmetlenné tettdeamoainra vonatkozo receptor

rezerv meghatarozast.

Az adenozinhoz tartoz§ Peceptor rezerv meghatarozasa NBTI
jelenlétébenAz adenozin transzport NBTI altali gatlasa latvésgn balra tolta
az adenozin E/c gorbét és kismértékben csokkerdetig,-ot. Az FSCPX
elékezelés azonban, amely 6nmagaban jobbra toltaeach E/c gorbét a
kontrollhoz képest, kismertékben ugyan, de statsithg szignifikansan
ellensulyozta az NBTI hataséat agJera anélkil, hogy a logEget és a Hill
koefficienst befolyasolta volna. Az FSCPXletzelés tehat a latszat szerint
fokozta az adenozin hatasat NBTI jelenlétében. garadox eredmény a E/c

gOrbék torzulasara utal.

Az NBTI jelenlétében felvett adenozin E/c gorbétekaoioja: Az NBTI
jelenlétében felvett adenozin E/c gorbéket NBTémpttében felvett CPA E/c
gorbék adatainak felhasznalasaval korrigaltuk. A@Rrekt negativ inotrop
hatasat mind az FSCPXo&kzelés, mind az NBTI gatolta: az FSCP&kelzelés
jobbra tolta a CPA E/c gorbét (ndvelte a logk€t), mig az NBTI cstkkentette
az E,acot és a Hill koefficienst is a logkEgndvelésén tul.

A P9 NBTI csoport atlagolt CPA E/c gorbéjére il a P9 Kontroll
csoport atlagolt CPA E/c gorbéjének Hill-féle paéemneit tartalmazé RRM
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egyenlet regresszids paramétere IQg€c-7.346 volt (-7.454 és -7.237 kdzotti
95%-0s konfidencia intervallum mellett). Az RRM gnétehat az NBTI
hatasara interstitialisan felhalmoz6dé endogén @deritbblet 45.08 nM CPA-

val volt ekvieffektiv.

A matematikai korrekcido megvaltoztatta az NBTI jeétében felvett
adenozin E/c gbrbék hatas értékeinek egymashoansdonyat. A korrigalt
hatasok maximumai a kévetkidevoltak: 93.36% a P8 NBTI gorbénél és
91.33% a P8 FSCPX+NBTI gorbénél (az eleve korrdktzamito atlagolt P8
Kontroll gérbe legnagyobb hatas értéke 93.06 vigt).a korrigalt P8 NBTI és
P8 FSCPX+NBTI gorbék — a farmakoldgiai logikavasZizsangban — helyet
cseréltek egymassal az eredeti (torzult) gérbekbpest. A korrigalt P8 NBTI
és P8 FSCPX+NBTI gorbék szaturalddott része ugyamakagyon kozel kertlt
egymashoz, ami nagy,Aeceptor rezervre utal az adenozin direkt negativ

inotrop hatasra nézve tengerimalac pitvaron.
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4. Megbeszélés

4.1. A tengerimalac pitvari Aadenozin receptor CPX iranti

affinitAsanak valtozasa 8 napos tiroxin-kezelés uta

Eu- és a hyperthyreoid tengerimalacok pitvarréceptoran hataroztuk
meg az ortoszterikus kiitely affinitasat CPX-szel szemben, ami j6l ismert
szelektiv, kompetitiv és ortoszterikug #eceptor antagonista. Agonistakéent
adenozint (endogén, gyorsan metabolizalodd, neralgirefull agonista) és
CPA-t (szintetikus, relative stabil, szelektiv fagonista) hasznaltunk, hatdsként

pedig a pitvari Areceptorra jellemizdirekt negativ inotrép valaszt mértuk.

A CPX adenozinnal illetve CPA-val valé kompeticidfakroz E/c
gorbéket a Schild egyenlet globalis illesztésélarheztik. Az adenozin E/c
gorbékre a variabilis koefficietisSchild modell illeszkedése volt jobb, vagyis a
kapott pA értékeket nem lehetett pkaak tekinteni. Ezzel szemben a CPA E/c
gOrbékre a Schild modell rogzitett koefficiens (prikellett illeszkedett jobban,
tehat a pA-k egyben pl értékek is, amelyek tisztan a CPX és azekeptor
kapcsolddasi képességét jellemzik. Ez felédeiaz adenozin és a CPA részben
eltés kotohely-specificitasara vezetlietissza: az adenozin az intracellularis
adenilciklazhoz kdtdve is cstkkenti a kontrakciossermig a CPA-nak csak az

A; receptor ortoszterikus kiftelye irant van szamotté\affinitasa.

A CPA E/c gorbék pK értékei kisebbek voltak a hyperthyreoid
pitvarokon, mint az euthyreoidokon (&t nem&@$%-os konfidencia
intervallumok mellett). Ezzel 6sszhangban az aderBic gorbék pA értékei is
kisebbek voltak a hyperthyreoid pitvarokon. A thoicechormonok tehét
maodositjak a tengerimalac pitvari feceptor ortoszterikus kiitelyének
szerkezetét, ami mérsékelten csokkenti a CPX-geehlseni affinitast. Ezen

eredménytink jelefiségét alahlzza, hogy viszonylag kevés informaciéval
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rendelkeziink a myocardialis; Aeceptor affinitasanak véaltozasarol
hyperthyreosisban (a legtébb irodalnmy &rték az euthyreoid allapotot tikrézi).
Hyperthyreoid patkany kamran az eddigi vizsgalatek talaltak szignifikansan
kulonbdd Kg értéket, hyperthyreoid patkany pitvaron azonbaA @zceptor
affinitdsanak kisfoku csokkenégészamoltak be a tricialt CPX irant. Ezt a
kulonbséget azonban (ami kisebb volt, mint amitujglen vizsgalatban

talaltunk) a szekk jelentéktelennek tartottak.

Ezen vizsgalatunkéferedmeénye tehat az, hogy a tengerimalac pitvari A
receptor affinitasa hyperthyreosisban mérsékeklasiést mutat CPX irant az
euthyreoid allapothoz képest, amdilytralamennyi ortoszterikus ligandjaval
szembeni affinitasanak csokkenésére lehet kovetlkezEz hozzajarulhat az;A
receptor medidlta folyamatok gyengiléséhez hyperthg allapotban.
Tekintettel az adenozin és a CPA direkt negatitramohatasanak jelefd
csokkenésére a hyperthyreoid pitvarokon, feltéhad€z hogy ez a kisfoku

affinitascsokkenés csak részben f&deh jelenségert.

4.2. A direkt negativ inotrop hatas Adenozin receptor rezervje

tengerimalac pitvaron

A tengerimalac pitvari myocardium;Aeceptor rezerviének
kvantifikalasahoz észor meg kellett hataroznunk a E/c gérbéket geaailaty
leiré (empirikus) paramétereket és az adott agmmeistilibrium disszociacios
konstansat (K). Az operativ és a Furchgott-féle l€rtékek j6 egyezést mutattak
egymassal. Meglépvolt azonban, hogy az FSCPXkézelés nem volt képes
lenyegesen csokkenteni az alkalmazott négy agoaistgorbéjének fi-at,
mintha az FSCPX kompetitiv antagonista lenne (nowbaerzibilis antagonista,

melyet nagy koncentraciéban és hosszu ideig alkalm&).
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Az A receptor rezerv a szintetikus agonistak pitvareki negativ inotrép

hatasara nézve

A receptor rezerv lényege, hogy a szazalékos lfgidsneghaladja a
szazalékos receptor okkupancigt) melynek oka a receptorok agonista altali
elfoglaldsanak — mint jelnek — azsitése. A receptor rezerv legegysiner
mutatoja az un. PSR #ECs(). A szintetikus agonistak negativ inotrép
hatasahoz tartozé PSR értékek sokszorosan meghiakadjinimalis PSR = 1
ertéket. Az operativ és a Furchgott-féle adapjan szamolt PSR értékek alapjan

felallithato receptor rezerv sorrend egyarant. CEHA>NECA.

A receptor rezerv arnyaltabb jelleéje a szdzalékos receptor rezerv (RR
= Ey - py). A RRy-et az irodalomban altaldban néhany konksghBz adjak
meg, el§sorban a félmaximalis és az un. maximalis hatashgelen munkaban
azonban a Riget a k, fliggvényében abrazolva mindeg &rtékhez
hozzarendeltik a hozza tartozo R&téket. A szintetikus agonistak mindkét K
ertékél szamolt RR, értékeitl elmondhato, hogy kis és kbzepes &setén
(vagyis a fuggvény felszall6 szakaszan) igen szorosegkdozelitették az
aszimptotikus maximalis értéket. Ez igen nagy rememzervre utal az A
receptor direkt negativ inotroptikddését illeben. Ha a receptor rezervet g £
RRy, gorbék maximumaval jellemezzik, ugyanaz a sorédiitiato fel az
agonistak kozott, mint a PSR alapjan: CPA>CHA>NECA.

A fentiek alapjan megallapithatjuk, hogy tengerimagbitvaron az altalunk
vizsgalt harom szintetikus full agonista a (kéze§ximalis direkt negativ
inotrop hatasra nézve igen nagyrA&ceptor rezervvel bir, amely nagyobb, mint a

mas hatasokra meghatarozott irodalmi receptor veatatok.

Az A receptor rezerv az adenozin pitvari direkt negaidtrop hatdsara nézve

Az operativ és Furchgott-féleskertekek kdzotti tobb nagysagrendnyi

eltérés miatt az adenozin E/c gorbéket nem tal@ltk&masnak K
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meghatarozasara. Ennek az a legvaldéiroka, hogy az adenozin, amely
szamos enzim és transzporter szubsztratjagezéletben igen révid felezési
idével bir. A gyors metabolikus clearancé-bakado nehézségek lekiizdésének
elfogadott mddja, hogy gatoljak az adenozint ditdednzimeket és/vagy az
adenozint szallité transzportereket. BEldbindulva ezeket a kisérleteinket

megismételtiik a szelektiv és hatékony nukleoziusizport gatié NBTI

s

Megdobbenésiinkre azonban az FSCRXezelés novelte az NBTI
jelenlétében felvett adenozin E/c gorbek Eat, amit a legkevésbé vartunk volna
egy irreverzibilis A receptor antagonistatél. Ez a paradox eredméngttte,
hogy az endogén adenozin interstitialis felhalm@sag ami az NBTI

alkalmazasanak egyik kdvetkezménye, ebben az esedm hanyagolhato el.

EIméletileg a fent emlitett torzulas korrekciéjanagjobb modja az lenne,
ha meghataroznank a figyelmen kivul hagyott agarkenhcentraciot és
bevonnank a E/c adatok kiértékelésébe (az altaidtkit hatassal egyutt).
Napjainkig azonban nincs olyan eljaras, amellyahgarstitialis adenozin
koncentraciét olyan pontosan lehetne kvantifiké&mni megfeled lenne a mi
céljainkra. A jelenlegin vivoilletve ex vivomddszerekkel ugyanis aiRkdo
szivizom interstitialis adenozin koncentracidjdisen médszerfuggn tudjak
csak meghatarozni, a becslések a nanomadlos koaceitl a mikromaolosokig
terjednek. Mas lehéseg hianyaban a torzult hatasokat valamilyen médtkana
modell segitségével korrigalhatjuk. Valasztasunkagiunkacsoport altal
korabban kifejlesztett médszerre, az RRM-re edgtin6don az NBTI
jelenlétében felhalmozddd tobblet interstitiali®adzint az RRM segitségével
meghatarozott ekvieffektiv CPA koncentraciova) (vantifikaltuk, amellyel

aztan korrigalni lehetett az NBTI altal torzitotités értekeket.

A korrigalt hatasok azt mutatjak, hogy azr&ceptorkészlet FSCPX altali
deplécibja valdjaban csokkenti az adenozin maxsrdifiekt negativ inotrop

hatasat () NBTI jelenlétében is, ahogy az eredetileg is aédtvolt. Az is

21



kiderilt azonban, hogy az.k csokkenése meglelisen kicsi, vagyis a
tengerimalac pitvari Areceptor rezerv az adenozin kivaltotta direkt tigga
inotropiara is igen nagy. Ez 6sszhangban van arh&mintetikus A receptor
agonistaval kapott eredményekkel. Kijelenthiethat, hogy az Areceptort a
pitvari cardiomyocytak kontraktilis rendszerévespskapcsolo jelatvitel
hasonloan nagy ésitést produkal a stabil szintetikus full agonist&ka

bomlékony fizioldgias full agonista adenozin esetéb

A direkt negativ inotrép hatasra vonatkoz6 nagyekeptor rezerv jelefisége

Mivel az elektromos aktivitas és a kamrai pumpatumla sziv
miikodésének legfontosabb jellebnzaz A, receptor agonistakkal foglalkozé
korabbi kutatasok a negativ kronotrépiara, dronmé&ia €s kamrai inotropiara
fokuszaltak. Ily modon napjainkig egy vizsgalat degialkozott a pitvari A
receptor altal medialt direkt negativ inotropiayallehet a pitvarok megfelél
mechanikai aktivitasa segiti a diasztolés kamiédtest, emellett pedig elejét
veszi a pitvari trombusok (vegetatio globulosa)Zééiésének. A jelen vizsgalat

hatarozta meg el&ént az A receptor rezervet a pitvari kontraktilitdsra nézve

A direkt negativ inotrép hatasra vonatkozpr@ceptor rezerv megbizhato
mutatdja a pitvari mechanikai aktivitas feceptor stimulacioval szembeni
érzékenységeének. A vizsgalataink soran kapott Aaggceptor rezerv arra utal,
hogy még a kis hataskivalto képedsségw-efficacy) A receptor agonistak is
gyengithetik a pitvari kontraktilitast, legalabbésngerimalacban. Kiindulva
azonban az emberi és a tengerimalace&eptor kdzotti jelets homolbgiabal,
tovabba a pitvari posztreceptorialis jelatvitekkihasonlosagabdl, a direkt
negativ inotrop hatasra vonatkozé nagy tengerin@jaeceptor rezerv azt
sugallja, hogy az Areceptor agonistak csokkenthetik a pitvari kortrék et
emberben is, ami tehat az receptor agonistak lehetséges mellékhatasanak

latszik barmely (kardialis vagy extrakardialis) ikacio esetén.
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5. Az U] eredmények 6sszefoglalasa

Els6 vizsgalati modelliinkdél kiindulva a tengerimalac pitvari A,
receptor CPX (szelektiv, ortoszterikus A receptor antagonista) iranti
affinitasa hyperthyreosisban kismértékben csokkemz euthyreoid allapothoz
képest. A kdthely affinitascsokkenése hozzajarulhat azéceptor medialta
folyamatok j6l ismert gyenguléséhez hyperthyredigp@tban, a mérték alapjan
azonban valoszin hogy ez a mechanizmus csak részbendkljelenségért.
Azt is megallapitottuk, hogy a CPX nem csak az eanem a hyperthyreoid
pitvari A; receptoron is tisztan kompetitiv antagonista.

Masodik vizsgalati modelliink kisérletei soran aaptkik, hogy az
irreverzibilis A, receptor antagonista FSCPX (10 uM 45 percig, m&jgerc
mosas) nem csokkentette olyan mértékbertikbnibképes A receptorok szamat,
ami miatt szignifikansan csokkenne a vizsgalréceptor full agonistdk (NECA,
CPA, CHA és adenozin) altal kivaltott direkt negatiotrép hatas maximuma
tengerimalac bal pitvaron. Ezzel 6sszhangbstahil, szintetikus A, receptor
full agonistak (NECA, CPA, CHA) esetén a kézel marnalis direkt negativ
inotrop hatashoz tartozo A receptor rezervre igen nagy, 80-92% kozotti
ertékeket kaptunk. Ezek a receptor rezerv értékek nagyobbak voltakiem
korabbi irodalmi adatnal, ami az Aeceptor medialta egyéb hatasokra
vonatkozott tengerimalac pitvaron. Ad &zovetben bomlékony és gyorsan
kompartmentalizalod6 adenozin esetében améeptor rezerv kvantifikalasa
nem sikerdlt, &t az adenozin E/c gbérbék paradox médon viselkedtKl (az
adenozin intracellularis eliminaciojat kivedukleozid transzport gatld)
jelenlétében. Az NBTI miatt torzult adenozin E/alggk matematikai
korrekcioja utdn azonban kiderilt, hogg adenozin direkt negativ inotrop
hatdsara vonatkozo A receptor rezerv a szintetikus agonistakéhoz
hasonloan nagy Ezek az eredmeényeink arra utalnak, hogy a pitvari
kell a pitvari kontrakcios ércstkkenéseére parcialis Aeceptor agonistak és A
receptor enhancer-ek esetében is, mint lehetségié&kimatasra.
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