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1. Fontosabb roviditések

Az receptor: A1 adenozin receptor
ADA: adenozin-dezaminaz

Ado: adenozin

Chias: @ torzitd agonista koncentracid
CHA: N°®-cyclohexyladenosine
CPA: Nb-cyclopentyladenosine

Cx: az RRM altal szolgaltatott eredmény (torzitd agonista koncentracio illetve annak
egyenértéke)

E/c: koncentracid-hatés (koncentracio-valasz)

ECso: félhatasos (az Emax felét kivaltd) agonista koncentraciod

Emax: maximalis hatas (egy adott szovet adott receptorat ingerelve egy adott agonistaval)
FSCPX: 8-cyclopentyl-N3-[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N-propylxanthine
NBTI: S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine

NECA: 5'-(N-ethylcarboxamido)adenosine

RRM: receptorialis valaszkészség modszer (Receptorial Responsiveness Method)
SABRE: Signal Amplification, Binding affinity, and Receptor activation Efficacy

SD: standard deviacio

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



2. Az értekezést megalapozo sajat kozlemények

tematikus elrendezésben

» A receptoridlis vilaszkészség modszer (RRM) kvantitativ farmakoldgiai alapja

1. Gesztelyi R, Zsuga J, Kemeny-Beke A, Varga B, Juhasz B, Tosaki A. The Hill
equation and the origin of quantitative pharmacology. Arch Hist Exact Sci. 2012;
66: 427-38. doi: 10.1007/s00407-012-0098-5 (Q3) — 6sszefoglald

» Az RRM kifejlesztése és tulajdonsdgai

> ex Vvivo rendszerben:

2. Gesztelyi R, Zsuga J, Juhasz B, Dér P, Vecsernyés M, Szentmiklosi Al.
Concentration estimation via curve fitting: quantification of negative inotropic
agents by using a simple mathematical method in guinea pig atria. Bull Math Biol.
2004; 66(5): 1439-53. PMID: 15294432 (Q1)

3. Pak K, Kiss Z, Erdei T, Képes Z, Gesztelyi R. Uj lehet6ség farmakologiai
agonistdk  receptorkozeli  koncentraciojanak  becslésére: a  receptorialis
valaszkészség modszer (RRM). Acta Pharm Hung. 2014; 84(1): 38-52. PMID:

24809165 (Q4) — 6sszefoglald

4. Szabo AM, Viczjan G, Erdei T, Simon I, Kiss R, Szentmiklosi AJ, Juhasz B, Papp
C, Zsuga J, Pinter A, Szilvassy Z, Gesztelyi R. Accuracy and Precision of the
Receptorial Responsiveness Method (RRM) in the Quantification of A1 Adenosine
Receptor Agonists. Int J Mol Sci. 2019; 20(24): E6264. doi: 10.3390/ijms20246264

(Q1)

5. Ovari |, Viczjan G, Erdei T, Takacs B, Tarjanyi Vera, Zsuga J, Szucs M, Szilvassy
Z, Juhasz B, Gesztelyi R. The influence of the way of regression on the results
obtained by the receptorial responsiveness method (RRM), a procedure to estimate
a change in the concentration of a pharmacological agonist near the receptor. Front
Pharmacol. 2024; 15: 1375955. doi: 10.3389/fphar.2024.1375955 (Q1)

> insilico rendszerben:

6. Grenczer M, Pinter A, Zsuga J, Kemeny-Beke A, Juhasz B, Szodoray P, Tosaki A,
Gesztelyi R. The influence of affinity, efficacy, and slope factor on the estimates
obtained by the receptorial responsiveness method (RRM): a computer simulation
study. Can J Physiol Pharmacol. 2010; 88(11): 1061-73. doi: 10.1139/y10-078 (Q2)

7. Grenczer M, Zsuga J, Majoros L, Pinter A, Kemeny-Beke A, Juhasz B, Tosaki A,
Gesztelyi R. Effect of asymmetry of concentration-response curves on the results
obtained by the receptorial responsiveness method (RRM): an in silico study. Can J
Physiol Pharmacol. 2010; 88(11): 1074-83. doi: 10.1139/y10-089 (Q2)



» Az RRM ,,per primam intentionem” (vagyis koncentrdcié meghatdrozdsra valo)

alkalmazadsa

8. Karsai D, Zsuga J, Juhasz B, Dér P, Szentmiklési AJ, Tosaki A, Gesztelyi R. Effect
of nucleoside transport blockade on the interstitial adenosine level characterized by
a novel method in guinea pig atria. J Cardiovasc Pharmacol. 2006; 47(1): 103-9.
PMID: 16424793 (Q2)

9. Karsai D, Gesztelyi R, Zsuga J, Jakab A, Szendrei L, Juhasz B, Bak |, Szabo G,
Lekli I, Vecsernyes M, Varga E, Szentmiklosi AJ, Tosaki A. Influence of
hyperthyroidism on the effect of adenosine transport blockade assessed by a novel
method in guinea pig atria. Cell Biochem Biophys. 2007; 47(1): 45-52. PMID:
17406059 (Q1)

» Az RRM alkalmazdsa két isszekapcsolodo, masként nehezen megkiozelithetd probléma

megoldasara

> az adenozinra vonatkozé A1 adenozin receptor rezerv megbecslése ex VivO

rendszerben:

10. Kiss Z, Pak K, Zsuga J, Juhasz B, Varga B, Szentmiklosi AJ, Haines DD, Tosaki
A, Gesztelyi R. The guinea pig atrial A; adenosine receptor reserve for the direct
negative inotropic effect of adenosine. Gen Physiol Biophys. 2013; 32(3): 325-35.
doi: 10.4149/gpb_2013041 (Q3)

11. Pak K, Papp C, Galajda Z, Szerafin T, Varga B, Juhasz B, Haines D, Szentmiklosi
AJ, Tosaki A, Gesztelyi R. Approximation of A1 adenosine receptor reserve
appertaining to the direct negative inotropic effect of adenosine in hyperthyroid
guinea pig left atria. Gen Physiol Biophys. 2014; 33(2): 177-88. doi:
10.4149/gpb_2013079 (Q3)

> az adenozinra vonatkozo A1 adenozin receptor rezerv megbecslése, valamint az
FSCPX egy eddig ismeretlen tulajdonsaganak felvetése és indirekt bizonyitdsa in
silico rendszerben:

12. Zsuga J, Erdei T, Szabo K, Lampe N, Papp C, Pinter A, Szentmiklosi AJ, Juhasz
B, Szilvassy Z, Gesztelyi R. Methodical challenges and a possible resolution in the
assessment of receptor reserve for adenosine, an agonist with short half-life.
Molecules. 2017; 22(5): E839. doi: 10.3390/molecules22050839 (Q1)

13. Szabo AM, Erdei T, Viczjan G, Kiss R, Zsuga J, Papp C, Pinter A, Juhasz B,
Szilvassy Z, Gesztelyi R. An advanced in silico modelling of the interaction
between FSCPX, an irreversible A: adenosine receptor antagonist, and NBTI, a
nucleoside transport inhibitor, in the guinea pig atrium. Molecules. 2019; 24(12):
E2207. doi: 10.3390/molecules24122207 (Q1)



> az adenozinra vonatkozo A1 adenozin receptor rezerv megbizhato megbecslése és

az FSCPX egy eddig ismeretlen tulajdonsaganak indirekt bizonyitasa €x Vivo
rendszerben:

14. Erdei T, Szabo AM, Lampe N, Szabo K, Kiss R, Zsuga J, Papp C, Pinter A,
Szentmiklosi AJ, Szilvassy Z, Juhasz B, Gesztelyi R. FSCPX, a chemical widely
used as an irreversible A: adenosine receptor antagonist, modifies the effect of
NBTI, a nucleoside transport inhibitor, by reducing the interstitial adenosine level
in the guinea pig atrium. Molecules. 2018; 23(9): E2186. doi:
10.3390/molecules23092186 (Q1)

A jelen értekezést megalapozo 14 db sajat publikacié tipusai: 12 db eredeti kdzlemény
(7db Q1, 3db Q2, 2 db Q3), 2 db sszefoglald kézlemény (1 db Q3, 1 db Q4)



3. Bevezetés

‘Ot KaAhipoyog 0 ypoppatikog to péya ipiiov
icov Eheyev eivon 6 PeybAo Kakd

ABMvarog Nawkpdtiog: Asumvocopiotodl

A nyelvész Kallimakhosz mindig azt mondta, hogy a
nagy Ronyv egyenld a nagy gonoszsiggal

NauRratiszi Athenaiosz: Bolcsek lakomdja

/Remélem, disszertaciokra nem igaz/

3.1. Célkitiizés

Az egyseijtii él61ényeket az altaluk (tobbé-kevésbé szabadon) valasztott, de altalaban
csak kismértékben kontrollalhato kiils6 kornyezet veszi koriil. A soksejtii Iények kivaltsaga,
hogy a sejtek kozotti tér révén olyan bels6é kornyezetiik (milieu intérieur) is van, amelyet
jelent6s részben 6k hatarozhatnak meg, és ami ily modon eltérhet mind a kiilsé kornyezettol,
mind a sejten beliili koriilményektdl. Az ¢€l6lények belsd kdrnyezetének fenntartasat
(homeosztazis) szamos endogén szabalyozd anyag (transzmitter) biztositja, amelyek
jellemzden intracellularisan keletkeznek, de a belsd kornyezetbe (vagyis az extracellularis
térbe) keriilve jutnak el rendeltetési helyiikre. A transzmitterek tobbsége — farmakologiai
értelemben — receptor agonistanak tekinthetd. Ezzel Osszhangban a — farmakologiai
értelemben vett — receptorok tobbsége a sejtek felszinét talalhato, agonista kotohelyiik pedig

az extracellularis tér felé néz.

A farmakologiai értelemben vett receptor az a makromolekula (illetve
makromolekula-komplex), melynek egyetlen ismert biologiai funkcidja valamely
transzmitter megkotése utan megvaltoztatni az ezt hordozd/tartalmazé sejt miikodését. A
sejtmitkodés valtozasanak mértéke (esetleg a jellege is) fliigg az agonista koncentraciojatol,
mely utébbinak tehat szabalyozo szerepe van. Az agonista koncentracioja és a kivaltott hatas
kozotti kapesolatot a legpontosabban és legmegbizhatobban koncentracid-hatéas (E/c) gorbe
felvételével lehet vizsgalni. Fontos, de sokszor nehezen figyelembe vehetd szempont, hogy
a hatast lehet6ség szerint ahhoz a koncentraciohoz kell rendelni, amelyet az agonista a
receptor kozvetlen kornyezetében alakitott ki. Amennyiben ez nem lehetséges, meg kell
elégedniink kozvetett (mashol mért vagy feltételezett) koncentracid értékekkel, amit
természetesen szem el6tt kell tartani az adott E/c gorbe értelmezésekor. Idedlis esetben a

helyben mért vagy szamolt agonista koncentracid a receptorok mikrokdrnyezetére



vonatkozik, ilyenkor a E/c gorbe az agonista hataskivalto képességét és a receptor (és az adott
szovetre jellemzO posztreceptorialis jelatvitel) hatékonysagat jellemzi, vagyis nem fiigg
lényegesen a receptorokat tartalmazo szovet egyéb tulajdonsagaitol (pl. az agonistat

transzportal? illetve atalakito carrierek és enzimek jelenlététdl illetve aktivitasatol).

Sokszor (s6t legtobbszor) nem rendelkeziink pontos €s megbizhato informacioval az
agonista koncentraciojarol specifikus kotddésének helyén. Erre a problémara lIéteznek ugyan
technikai megoldasok, ezek azonban altalaban nehezen hozzaférhetéek, nem elég pontosak,
vagy csak specialis feltételek teljesiilése mellett alkalmazhatdak. Ez kiilondsen igy van erés
kompartmentalizaciot mutatéd (a szervezetben jelentds mértékben transzportalodd vagy egy
specialis endogén strukturahoz erdsen kotddo), illetve rovid féléletideji (pl. gyors
enzimatikus atalakitasnak kitett) agonistak esetében. Tovabbi kihivast jelent, ha az agonista
Ennek a kihivasnak azonban meg kell probalni megfelelni, mivel az agonista koncentracié
ismerete a receptorok mikrokornyezetében fontos informacié mind az adott agonista

jelentdségének felméréséhez, mind az altala befolyasolt funkciok alapos megismeréséhez.

A 2000-es évek legelején egy véletlen megfigyelés inditotta el azt a kutatast, melynek
soran Kifejlesztettiink egy eljarast, az un. receptorialis valaszkészség modszert (receptorial
responsiveness method: RRM). Az RRM - bizonyos koriilmények kozott — alkalmas a

fentebb vazolt probléma megoldasara, vagyis rovid féléletidejii agonistak receptorkozeli

crer

crer

és relative egyenletes eloszlasi  (gyengén  kompartmentalizaloéddé)  agonista
koncentraciondovekményét az RRM kozvetleniil is meg tudja adni. Rovid féléletidejii illetve

er6sen kompartmentalizalddd agonista esetén az RRM egy ugyanazt a jelatviteli rendszert

crer

crer

modszerekkel is jol lehet kezelni, az RRM-nek elsdsorban a rovid féléletidejii (illetve erdsen

kompartmentalizal6dd) agonistak vizsgalatdban van jelentdsége.

Az RRM egyenlete 0sszefiiggést teremt a kérdéses agonista koncentraciotdbblete és
az altala okozott E/c gorbe torzulasanak mértéke kozott. Mint ilyen, lehetéséget ad a nativ és
a torzult E/c gorbék regresszidanalizissel (vagyis gorbeillesztéssel) vald vizsgalatara, ami
pontosabb és megbizhatobb eredményt ad, mintha az Osszetartozé koncentracio €s hatas

értekekbdl algebrai Gton nyernénk ki a szamunkra sziikséges informaciot. A gorbeillesztés



tovabbi lehetdségeket is biztosit az RRM alkalmazasa soran, pl. a modszer

felhasznalobaratsaganak terén.

Erdekes, hogy noha a regresszioanalizis alapjait a XIX. szazadban és a XX. szdzad
elején raktak le, az RRM biologiai kiindulopontja pedig egy a XX. szazad elején publikalt
Osszefliggés, a Hill egyenlet, az RRM csak a XXI. szazad elején jelent meg. Meggy6zddésem,
hogy az egyébként igen sokrétii ismeretanyaggal foglalkozo élettudomanyok tertiletén még
sok, szerencsés esetben nem is kezelhetetleniil bonyolult 6sszefliggés var arra, hogy egzakt
formaban megfogalmazzak. Ezek alkalmazasa sok teriileten elémozdithatna a kutatast,
tobbek kozott a koltségek csokkentésével és az eredmények megbizhatésaganak novelésével.
Oriilnék, ha munkam inspiraciéul szolgalna tovabbi, az RRM-hez hasonléan olcsé, egyszerti

¢és egzakt modszerek kifejlesztéséhez.

3.2. Kvalitativ farmakologiai hattér

3.2.1. Az adenozin mint metabolit

Az adenozin a nukleinsav anyagcsere kitiintetett molekulaja, mivel metabolit voltan
til az adenozin receptorok (legfobb) endogén agonistaja is. Ez a fontos szerep annak tudhato
be, hogy az adenozin a szervezet energiaforgalmaban kozponti szerepet betolté ATP
(adenozin-5’-trifoszfat) prekurzora és egyben bomlasterméke, tehat (a tobbi nukleozidhoz
képest is) érzékeny jelzbje a szovetek biologiai energiaval valo ellatottsaganak. Az adenozin
koncentracié lokalis novekedése a kornyezé sejtek (vagy azok egy jelentés részének)

kimerulésére utal.

Extracellularisan az adenozin dontéen a sejtekbdl kijutott ATP, ADP, AMP és cAMP
bontasa révén keletkezik, elsGsorban ekto-nukleotidazok, részben alkalikus foszfatazok
kozremiikodésével. A két legfontosabb enzim az ATP-t ADP-vé, majd AMP-v¢ alakito ekto-
apiraz (CD39), valamint az AMP-t adenozinna bont6 ekto-5’-nukleotidaz (CD73), mely

utobbi a sebesség-meghatarozo 1épés enzime.

Erthet6 modon a sejtek adenozin homeosztazisa szorosan Osszefiigg az energetikai
allapotukkal. J6 energia-ellatottsdg mellett az intracellularis adenozin tobbsége AMP-vé
alakul az adenozin-kinaz révén, majd ATP lesz belle az adenilat-kinaz katalizalta
egyensulyi folyamatok ¢€s az ATP-szintdz miikodése kovetkeztében. Az adenozin kisebb
része dezaminalodik, fOleg az intracellularis adenozin-dezamindaz (ADA) révén. Az

interstitialis adenozin harom mechanizmus révén elimindlodhat: kimosodas a keringéssel,



extracellularis ADA altali bontas (ADA extracelluldrisan faj- illetve szovetfiiggden fordul

eld), vagy belépés a kornyezo sejtekbe specifikus transzporterek révén.

Az immunrendszerben jatszott fontos szerepéhez képest az ADA a szivben kisebb
jelentdséggel bir. A szivizomban az ADA dontéen intracelluldrisan fordul eld. Az
interstitiumba keriilt ADA — katalitikus aktivitasatol fiiggetleniil — mint az A1 adenozin
receptor pozitiv modulatora lehet jelentds, legaldbbis a kozponti idegrendszerben, de a
jelenséget DDT1 MF-2 (aranyhorcsog leiomyosarcoma) sejtvonalon is kimutattak. Az ADA
gatlasa ugyanakkor a szivben is jol mérhetéen noveli az adenozin koncentraciot. Ennek
megfeleléen az ADA inhibitorok erdsitik az adenozin kivaltotta valaszt, legyen az adenozin

akar endogén, akar exogén.

Az adenozin sejtmembranon keresztiili transzportja szamara koncentrativ (CNT;
SLC28) ¢és ekvilibrativ (ENT; SLC29) nukleozid transzporterek allnak rendelkezésre. Mivel
a szivben elsdsorban ENT taldlhato, a cardiomyocytak nukleozid transzportjat dontden az
extra- és intracelluldris adenozin koncentracio kiilonbsége hatarozza meg. Az ENT azon
csoportjat, melyik nitrobenziltioinozin-szarmazékokkal szelektiven gatolhaté, ENT1-ként
(SLC29A1) kiilonitik el.

Mivel az adenozin jellemzden gyors és ubikviter enzimek illetve transzporterek

szubsztratja, féléletideje meglehetdsen rovid (0.6-10 s) az emlds szovetekben.

3.2.2. Az adenozin szignal funkcidja

A purinvegyiiletek biologiai hatésait (pl. a bradycardiat) Alan Drury és Szent-Gyorgyi
Albert irta le els6ként. Kimutattak, hogy ezekért nukleozidok és foszforilalt szarmazékaik a
felelosek, de az adenozin 6nmagaban is ki tudja valtani a legtobb hatast. A purinszarmazékok
receptorainak felfedezése ehhez képest sokaig varatott magara. A 70-es években
azonositottak az ATP-t, mint neurotranszmittert, majd Geoffrey Burnstock igazolta a
purinerg receptorok (purinoceptorok) 1étezését.

A purinoceptorokat eldszor egy csalddba soroltdk (P receptorok). Miutan kideriilt,
hogy egy résziiket féleg az adenozin aktivalja (P1 tipus), mig masokat inkabb a nukleozid
foszfatok (P2 tipus), a P1 és P2 purinoceptorokat kiilon csaladba osztottak. A P1 csaladot,
legaffinisabb és legnagyobb valaszt kivalto endogén agonistaja alapjan, ma adenozin
receptoroknak hivjak.

A IUPHAR (Nemzetkozi Farmakologiai Tarsasag) jelenleg harom adenozin receptor
tipust tart nyilvan (A1, A2 és Asz), a masodik tipuson beliil két altipust (A2a, A2g)
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megkiilonboztetve. Az egyes korabbi munkakban szerepld, farmakoldgiai modszerekkel
azonositott A4 tipust nem sikeriilt klonozassal megerdsiteni. Minden adenozin receptor hét
transzmembran doménnal rendelkezd, G protein-kapcsolt receptor, melynek kétéhelye az

interstitium felé néz.

A purinerg transzmisszié az egyik legdsibb és legaltalanosabban elterjedt jelatviteli
rendszer a soksejti él61ényekben. Az adenozin receptorok részt vesznek csaknem minden
sejt funkcidinak szabalyozasdban. Az adenozin receptor aktivacid a legtobb helyzetben
hasznos, mivel javitja az egyenstlyt az érintett szovet energiacllatasa és energiafelhasznalasa
kozott, mérsékli a stresszorok okozta karosodast, valamint gatolja a legtobb esetben kéros
szoveti remodellinget. A kevés kivételek egyike ez alol a rosszindulati szolid tumorok
belseje, ahol a jellemzden extrém magas adenozin-szint gatolja az immunrendszer sejtjeinek
tumorellenes aktivitasat. Az adenozin receptorok (és ugy altalaban a G protein-kapcsolt
receptorok) aktivalasaval kivalthato protektiv, koztiik a kardioprotektiv hatdsok intenzitdsa
az ¢életkor eldrehaladtaval sajnalatosan csokken. Az adenozin hypoxia elleni védé hatdsa
kevésbé jelentds olyan allatfajokon, amelyek eredendéen nagy hypoxia-tiirésiiek, mint pl. a
tekndsok.

Az adenozin receptorokat nagy diagnosztikus és terapias lehetdségeket rejtd
célteriiletként tartjdk szamon. Az adenozinerg rendszert befolyasold szerekkel

kardiovaszkularis tertileten is intenziv vizsgalatokat folytatnak.

3.2.3. A receptor rezerv ¢€s jelentdsége

Egy adott agonista kivaltotta biologiai valasz tobb tényez6tol is fliigg. Bar az agonista
¢és a receptor kozott kolcsonhatasrol van sz, vagyis az agonista és a receptor (illetve a
posztreceptorialis szignalizacid) kozosen hatarozzak meg a valaszt, szokas agonistafiiggd és
receptorfiiggd (pontosabb kifejezéssel: rendszerfiiggd) jellemzokrdl beszElni. Agonistafiiggd
tényezOk az agonista koncentracidja (ez az, ami valdoban rendszerfiiggetlen), az agonista
receptorhoz valo affinitdsa és intrinzik hatékonysaga, mig rendszerfiiggének tekintik a

receptorszamot €s a receptor rezervet.

A receptor rezerv fogalménak bevezetése szakitast jelentett a korai receptor modellek
azon feltételezésével, hogy a maximalis valaszhoz minden receptor (vagyis 100%-0s receptor
okkupancia) kell. Ezt az a tapasztalat alapozta meg, miszerint bizonyos szoveteken egyes
agonistak (a nagy intrinzik hatékonysaguak, amelyek tobbnyire un. full agonistik) a

receptorok egy részének irreverzibilis kiiktatasa ellenére is gyakorlatilag maximalis hatast
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valtanak ki (vagyis akkorat, mint az ép receptorkészletii azonos szoveten). A jelenséget
Htartalék” (spare) receptorok jelenlétével magyaraztak az adott szovet megfeleld sejtjein,
innen receptor rezerv elnevezés. A hagyomanyos receptorelmélet fejlddése soran a receptor
rezerv elvesztette ezt a konkrét értelmezését és a jelerdsitd funkcid absztrakt jellemzdje valt
beldle. A modern alternativ receptormiikddési modellek nem hasznéljék a receptor rezerv

— altaluk kodosnek tartott — fogalmat.

A receptor rezerv tehat a receptor, tovabba a beldle kiinduld és az altalunk kivalasztott
hatasig vezetd szignalizacids utak jelerdsitésének fokmérdje. A receptor rezerv fligg a
jelatvitel minden szerepldjének mennyiségétdl és mindségétdl (ideértve az agonistat is, bar
azt altalaban igyekeznek kiilon kezelni: csak annyi Kikotést tesznek, hogy receptor rezerv
csak full agonista esetén értelmezhetd). A receptor rezerv egyik f6 meghatarozdjanak tehat a
hordoz6 szovet (illetve sejttipus) jellegét tekintik, hiszen az szorosan Osszefiigg a jelatvitel
paraméter a receptorszam is, de korantsem az egyetlen. A receptor rezerv masik f6
meghatarozoja a mért hatas: a kiilonb6zé hatasokhoz vezetd jelatviteli utak ugyanis
jelentdésen eltérhetnek egymastol (ugyanazon szovet azonos receptora esetén is). Az agonista
szerepét mutatja, hogy az egyébként agonistafiiggd paraméternek tekintett intrinzik
hatékonysag is meghatarozza a receptor rezervet, az agonistaval szemben tehat csak a full

agonista jelleget megkdvetelni didaktikai célu egyszeriisités.

Altalanos vélemény, hogy receptor rezerv csak full agonistak esetében hatarozhaté
meg. Tény, hogy a gyenge vagy kozepes intrinzik hatékonysagu agonistak nem képesek a
szazalékos receptor okkupanciat meggydzéen meghalado szdzalékos hatas kivaltasara még

nagy jelerdsitésli rendszerekben sem.

Amennyiben a receptor rezerv kicsi (adott szovetben, adott agonistaval, adott hatasra
nézve), barmely agonista csak akkor valthat ki jelentds hatast, ha nagy intrinzik hatékonysagu
(er6s) és nagy koncentracioban van jelen. Ha viszont a receptor rezerv nagy, az erds és a
gyenge agonistak egyarant jelentds hatast valthatnak ki, igaz, elébbiek mar kis, mig utobbiak
csak nagy koncentracioban. Ha tehat a szervezet tobb szdvete is hordozza ugyanazt a
receptort, de azokon a receptor rezerv eltérd, akkor egy adott agonista adott koncentracidja a

kiilonbz6 szoveteken kiilonb6z6 E-ot fog produkalni.

Az ubikviter el6fordulasti A receptor szdmos szabalyozé folyamatban vesz részt. Ez,
amellett, hogy sok lehetéséget rejt magaban, komoly kihivas is az A1 receptort megcélzo
gyogyszerkutatds szdmara. Mivel egy szisztémasan beadott szer, ami befolydsolja az A
receptoron medialédé hatasokat, elvben a szervezet minden A;: receptort tartalmazo

szovetének miikodését modositja, ami sok potencialis mellékhatast jelent.
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Az indikacionak megfelelé szovetspecificitas biztositasa fontos szempont. Erre
elvben lehetdséget biztosit, hogy a kiilonb6z6 szovetek azonos receptorai altalaban eltérd
valaszkészséget mutatnak. A szoveti valaszkészség egyik f6 meghatarozoja a receptor rezerv.
A zsirszovethez és az idegszovethez képest példaul a sziv kis Aip receptor rezervvel
rendelkezik az elektrofiziologiai hatdsokra nézve. A nem kardiologiai indikéacioja (pl.
antidiabetikus, antinociceptiv) adenozinerg gyogyszerek fejlesztése szempontjabol ez
megnyugtatd, hiszen csokkenti e szerek kardialis mellékhatdsainak kockézatat (kiilonds
tekintettel a szivritmuszavarokra). A receptor rezerv hatasfiiggése miatt azonban az Aj
receptor rezervet minden fontosabb hatasra meg kell vizsgalni. Legjobb tudomasunk szerint
munkacsoportunk vizsgalatai eldtt az A; receptor rezervet nem hatdroztdk meg a pitvari
negativ inotrop hatasra, noha ez is fontos mellékhatasa lehet az A1 receptor agonistaknak. Az
A1 receptor endogén agonistdjara, az adenozinra vonatkoz6 Ai receptor rezervet sem

hataroztak meg Korabban a pitvari negativ inotropia esetében.

3.3. Kvantitativ farmakologiai hattér

3.3.1. Gorbeillesztés a farmakologiaban

A regresszidanalizis (,,gorbeillesztés™) 1ényege, hogy két (vagy tobb) valtozohoz
kivalasztunk egy kapcsolatot (egy fliggvényt), amiben ezeket a valtozokat paraméterek
kapcsoljak Ossze (matematikai miveletekkel), majd e kapcsolat paraméterei szamara
megkeressiik a legmegfelelobb értékeket. Két — egy fliggetlen és egy fiiggd — valtozo
esetében, mint amilyenek a koncentracié/dozis - hatas gorbék adatai is, feltételezziik, hogy a
fliggetlen valtozo értékeit a véletlen nem befolyésolja, mig a fiiggd valtozo értékeit egyrészt
a fliggetlen valtozo hatarozza meg (a kivalasztott fliggvény altal leirt modon), masrészt a
véletlen (pl. mérési hiba vagy bioldgiai variabilitas formajaban). A regresszidanalizis célja
tehat a kivalasztott fliggvény paraméterei szamara olyan értékeket meghatarozni, amelyekkel
a fliggetlen valtozo értékeibdl kiszamolt fiiggvény értékek a legkozelebb allnak a fiiggd

valtozo mért értékeihez.

Egy E/c gorbe kvantitativ vizsgdlatakor eldszor a modellt, vagyis azt a paraméteres
egyenletet (fliggvényt, ,,gorbét”) valasztjuk Ki, ami szamunkra a legcélszeribb modon irja le
a fliggetlen és a fliggd valtozo (vagyis a koncentracio és a hatéds) kapcsolatat. Ezt a fiiggvényt
jellemzdéen a kovetkezd séma irja le: hatds = paraméterek segitségével transzformalt
koncentracio. A célszerliség itt a pontossag €s az egyszerliség kozotti egyensulyozast jelenti:

minél pontosabb a kapcsolat modellezése, elvben annal értékesebb a regresszidanalizis
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eredménye, viszont tobbnyire anndl bonyolultabb a fliggvény. Mennél bonyolultabb
ugyanakkor a fiiggvény, annal megbizhatatlanabb lesz az eredmény, elsésorban azért, mert
az egyes (egymastdl elvben fiiggetlen) paraméterek értékei anndl valdszinlibb, hogy
befolyasoljak egymast.

A farmakologiaban a E/c gorbék illesztésére hasznalt fiiggvények altalaban egyben
kvantitativ receptormiikodési modellek. Ennek oka egyrészt az, hogy a hatdéanyagok
tekintélyes része valamely receptor befolyasolasa révén fejti ki hatdsat. Masrészt, amelyik
nem, az is altalaban specifikusan kotédik egy (a vizsgalat ideje alatt) kvazi allando
mennyiségben (€s koncentracidban) jelenlévé endogén molekuldhoz a hatdsa kifejtésekor,
tehat a viselkedése leirhatd egy kvantitativ receptormiikodési modellel. Ezek a hatdanyagok
lehetnek agonistak a receptorukon, de barmely tipusi hatéanyag (receptor agonista,
antagonista vagy modulator, enzim aktivator vagy inhibitor, transzport aktivator vagy
blokkold) viselkedése jol jellemezhetd E/c gorbékkel, amelyeket ugyanugy vizsgalhatunk,

mint az agonistak E/c gorbéit.

Az E/c gorbékre illesztett fliggvények paramétercinek meghatarozasa annal
pontosabb és megbizhatobb, minél tobb mérés torténik, vagyis egy koncentracio (x) értékhez
mennél tobb hatas érték (y replikatum) tartozik. Ez azt jelenti, hogy jobb eredmény varhato,
ha nem egyetlen E/c gorbére, hanem egyszerre tobb, de ugyanolyan koriilmények kozott
késziilt E/c gorbére torténik az illesztés. (Ez leegyszeriisitve felfoghatd tigy, mintha atlagolt
értékeinek megallapitasara a leggyakrabban (€s legrégebben) alkalmazott modszerek a
legkisebb négyzetek elvén alapulnak, vagyis igyekeznek minimalizalni a replikatumok (x-y
koordinatakkal meghatarozott adatpontok) tavolsagat attol a gorbétdl, amit az adott értékek
mellett az illesztett fliggvény meghataroz (egész pontosan, mivel csak az y értékek esetében
szamitunk hibara, e tavolsagok fliggbleges — vagyis y iranyt — komponensei négyzeteinek

Osszegét). Ennek a megkozelitésnek a gyakorlati szempontbol legfontosabb feltételezései:

1.) az azonos x értékhez tartozo y replikatumok szorasa az illesztett gorbe idevago y

érteke koriil t eloszlast kovet (altaldban ezen beliil is normalis eloszlast feltételeznek);

2.) homoszkedaszticitas, vagyis az Y replikatumok el6bb emlitett szorasanak mértéke

azonos minden x érték esetében.

Biologiai mintan végzett vizsgalatoknal altalaban feltételezik az adatpontok
szorasanak normalis eloszlasat és a regressziot az ehhez vald hagyomanyos modon végzik
(ordinary least-squares regression). Ha viszont Lorentz-eloszlast feltételezhetiink, akkor
robusztus regressziot (robust regression) kell alkalmazni. A robusztus regresszid csokkenti a
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gorbeillesztés érzékenységét a kiugro adatpontokkal szemben, azonban elvész a lehet6ség az
illesztés megbizhatosagat jellemz6 konfidencia (megbizhatosagi) intervallumok (confidence
interval: CI), valamint konfidencia és eldrejelzési savok (confidence and prediction bands)
meghatarozasara. Mindkét illesztés a legkisebb négyzetek (least-squares) elvén alapul, mivel
anormalis illetve a Lorentz-eloszlas a t eloszlas két szEls6 esete (melyekben a szabadsagi fok
végtelen illetve 1). Tovabbi alternativaként Poisson eloszlast feltételezd Poisson regresszid
johet szamitasba, ez azonban nem végezheté normalizalt y adatok esetében. A Poisson
regresszid a legkisebb négyzetek elve helyett az an. maximum likelihood-based parameter
estimation megkozelitésen alapul.

A homoszkedaszticitas hianya (heteroszkedaszticitas) a legkisebb négyzetek elvén
alapulo modszer Kis modositasaval (stlyozas) sok esetben jol kezelhetd. A stlyozas 1ényege,
hogy a mddszer ne az eltérések négyzetosszegét minimalizalja, hanem annak egy bizonyos
tényezével vald szorzatit. A két leggyakoribb tényezé az 1/y? (relativ stlyozas) és az 1/]y|
(Poisson stilyozas), melyek csokkentik a nagyobb y értékek hatasat a regresszids paraméterek
értékére és a regresszids gorbére (kiilondsen a relativ sulyozas). A Poisson sulyozassal
végzett hagyomanyos regresszido a Poisson regresszido kivaltasara is alkalmas. Ritkan
alkalmazott, de elméleti szempontbol érdekes tényezd az 1/SD? (vagyis az azonos x-hez
tartozo y replikatumok varianciajanak reciproka), ami a nagy szorast okozo y replikatumok

hatasanak csokkentésére szolgal.

Individualis gorbeillesztés soran egyetlen fliggvényt (gorbét) illesztiink egyetlen E/c
gorbére (illetve ugyanolyan koriilmények kozott készilt E/c  gorbékre). Globalis
gorbeillesztés soran pedig legalabb kétféle, kiilonbozé koriilmények kozott felvett E/c
gorbére, vagyis egy gorbecsaladra illesztiink ugy, hogy a gorbecsalad tagjai kozott az
illesztett egyenlet legalabb 1 paramétere meg van osztva (tehat ugyanazt az értéket kell
felvennie minden E/c gorbe esetében). A gorbecsalad tagjai is lehetnek egyedi vagy atlagolt
E/c gorbék. Globalis regresszidhoz hasznalhatunk egyetlen (egymodelles globalis illesztés)
vagy egyszerre tobb egyenletet is (két-, harom-, stb. modelles globalis illesztés). A globalis
regresszid precizitasat (precision) egyetlen négyzetosszeggel jellemezziik.
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3.3.2. A Hill egyenlet

It is generally realised that the Hill equation is strictly applicable only if
all n molecules react simultaneously (which is unlikely) and it is
theoretically unjustified if intermediate steps cannot be ignored.
Nevertheless the formula has been widely used by many investigators. It
has been a typical case of a useful theoretical ‘half-truth’, cutting corners
and oversimplifying the real situation, but still enabling one to gain some
insight and to maRe practical, if only approximate, calculations.

Altaldnosan elfogadott, hiogy a Hill eqyenlet szigorian véve csak akRor
alkalmazhaté, ha minden n molekula egyszerre reagdl (ami nem
valoszinii), és elméletileg nem indoRolt, ha a Roztes [épéseket nem lehet
figyelmen Riviil hagyni. Ennek ellenére a Répletet szdmos Rutato széles
Rorben haszndlta. Ez egy tipiRus hasznos elméleti ,féligazsdg”, amely
a sarRoRat levdgja és leegyszeriisiti a valos helyzetet, de mégiscsak,
lehetdvé teszi, hogy legyen némi beteRintésink és elvégezziink néhdny
gyakorlatias, noha csak Rozelitd szdmitdst.

Bernard Katz (részlet Archibald Vivian Hill neRrologjabol)

A Hill egyenlet az els6 6sszefiiggés, ami kapcsolatot teremt egy anyag koncentracidja
és az adott anyag egy masik (allanddo koncentracioban jelen 1évé) anyaggal képzett
komplexének koncentracidja kozott. Nevét megalkotdjardl, Archibald Vivian Hill-rél kapta,
aki eredetileg a hemoglobin oxigén-kotését kvantifikalta ezzel élete masodik tudomanyos
kozleményében. Mivel egy azonos tartalmu Osszefliggést Irving Langmuir is leirt gazok
fémfeliileten torténd adszorpcidjara, egy nemzetkdzi ajanlas a ligand €s a receptor
kapcsolodasat kvantifikald egyenletet Hill-Langmuir egyenletnek nevezi, mig az agonista
koncentracidja ¢és a kivaltott hatas kozotti kapcsolatot leirdé — formailag azonos —

Osszefiiggésre a Hill egyenlet elnevezést javasolja.

A Hill egyenlet a sztochasztikus koncentracid-hatas gorbék mogott rejld szabalyossag
(fliggvény) elsé megjelenitdje, ezaltal az els6 kvantitativ receptormitkodési modell is. A Hill
egyenlet mind a mai napig része a legkiilonb6zobb receptorfunkcios modelleknek, emellett
a gyakorlatban is jol hasznalhato ligandkotési vagy E/c gorbék jellemzésére. Noha modositott
formai két vagy négy paramétert is tartalmazhatnak, eredeti formajaban a gorbék alakjat

harom paraméter (Emax, ECso, n) segitségével irja le.
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A klasszikus Hill egyenlet egy c"-nel val6 osztassal (és egy kis tovabbi rendezéssel)
egyszeriibb alakra hozhat6 (amivel vallaljuk, hogy c" # 0, vagyis ¢ # 0, de ez a gyakorlatban

nem sziikiti a lehetdségeinket).

A Hill egyenlet egyik f6 felhasznalasa a E/c gorbék regresszidanalizise. Késébb
részletezend6 okokbol erre az az elénydsebb forma, amelyben a koncentraciok logaritmussa
vannak alakitva a ¢ = 109 §sszefiiggés alapjan, ami megdrzi az eredeti kifejezéssel vald
algebrai ekvivalenciat (azzal a megszoritassal, hogy c # 0). Tovabbi ajanlas a formailag minél

egyszeriibb 0sszefiiggés illesztése.

A Hill egyenlet altal meghatarozott fiiggvény n=1 esetén derékszogi hiperbola (n#£1
mellett Gn. hiperboloid gorbe), melyet az x tengely logaritmikus transzformacioja (minden n
érték mellett) szigmoid lefutdsuva alakit. Mivel a tipikus E/c gorbe is hiperboloid
(szemilogaritmikusan abrazolva pedig szigmoid), az E/c gorbék a legtobb esetben jol
modellezhetéek a Hill egyenlettel.

A Hill egyenlettel végzett regresszidanalizis kétvaltozos (c, E), hdromparaméteres
(Emax, ECs0, n) és nemlinearis (vagyis a Hill egyenlet nem az y = a-x + b sémat koveti).
Illesztési szempontbol a Hill egyenlet igen flexibilis, vagyis jelentdés mérési hibaval terhelt E
adatok esetén is jol hasznalhato becslést ad. Farmakologiai szempontbol a Hill egyenlet
csaknem teljesen fliggetlen a receptor jelatviteli mechanizmusaitdl (csaknem, mivel azért
feltételezi a E/c gorbék szimmetridjat, ami altalaban tobbé-kevésbe teljesiil is). A Hill

egyenlet paraméterei (Emax, ECso, n) empirikusak, vagyis nem fiziko-kémiai allandok.

3.3.3. Az operativ modell

A receptor jelfelismerd és jelatvivé miitkddésének megkiilonboztetése mérfoldkd a
receptorfunkcié  kutatasaban. A  Stephenson-féle modositott okkupaciés modell
szemikvantitativ jellegét a farmakoldgiai agonizmus operativ modelljének sikertilt elészor
meghaladnia. Az operativ modell a Hill egyenlethez hasonléan olyan altalanos és kvantitativ
receptor modell, ami nem tartalmaz konkrét megkotéseket a receptormiikddés
mechanizmusara vonatkozoan (a néhany altalanos feltétel kozé tartozik pl. a E/c gorbék
szimmetriaja, ami a legtdbb receptor esetén jo kozelitéssel teljesiil). Az operativ modell az
agonistak affinitasanak és intrinzik hatékonysaganak kvantifikalasara alkalmas a vizsgalt

bioldgiai rendszerben.

Az operativ modell illesztése kétvaltozos (c, E), négyparaméteres (Em, Ka, T, nop)

nemlinedris regresszidanalizis. Az operativ modell egyenletét globalisan érdemes illeszteni
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antagonista nélkiili illetve antagonistdval (esetleg ugyanazon antagonista tobbféle

crer

crer

illesztett egyenlet a T paraméter eltérésével tudja figyelembe venni, mivel a masik harom
paraméter kotelezden azonos a nativ és a csokkentett receptorkészletli E/c gorbék esetében.
Az irreverzibilis antagonistat egy bizonyos behatasi id6 utan ki kell mosni a rendszerbdl,
hogy szabad forméban ne legyen jelen a E/c gorbe felvételekor. Az operativ modell illesztése
akkor megbizhat6, ha van olyan E/c gorbe, ahol az irreverzibilis antagonista jelent6sen

csokkentette (legalabb felezte) a nativ E/c gorbe Emax-at.

Az operativ modell legnagyobb elvi hibajanak azt tartjak, hogy reakcidegyenlete nem
kezeli kiilon 1épésként az agonista-receptor komplex aktivalodasat. Emiatt az illesztésekor
kapott Ka nem az agonista-receptor komplex sziik értelemben vett egyensulyi disszociacios
konstansat adja meg (az Gn. mikroszk6pos affinitast, ami az aktivalatlan receptorra
vonatkozik), hanem az un. makroszkoépos affinitast. Ez utobbi viszont fiigg az agonista
intrinzik hatékonysagatol is, melynek egyik meghatarozoja az agonista azon képessége, hogy
milyen konnyen tudja a receptort aktiv konformacioba juttatni. Emiatt a makroszkopos
affinitast befolyasolja az agonista aktiv receptorral képzett komplexének egyensulyi
disszociacios allandoja is, ami nem feltétlen egyezik meg a mikroszkopos affinitas értékével.

Az operativ modellel kapott Ka tehat valojaban Osszetett fiziko-kémiai jelentésii paraméter.

Az operativ modell masik elvi hibajaul azt rojak fel, hogy egyenlete, ami egyébként
két, egymasba agyazott Hill egyenletbdl szarmazik, nem vezethet6 vissza kozvetlenil (a
tobblet paraméterek 0 vagy 1 értéken valo rogzitésével) a Hill egyenletre. Emellett az
operativ modell Ka és t paraméterei konnyen korrelalhatnak egymassal, ami rontja ezek
illesztéssel kapott értékeinek megbizhatosagat. Ezeket az elvi és gyakorlati hibakat igyekszik
meghaladni a legujabb altalanos, kvantitativ receptormiikodési modell, a Signal

Amplification, Binding affinity, and Receptor activation Efficacy, azaz SABRE modell.
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4. Modszerek

Az elméleti tudos és a Risérletezd Rutatd Rozott az a
Kiilonbség, hogy el6bbi érti, amit nem csindl, mig

ut6bbi nem mindig érti, amit csindl.

ide adaptdlt internetes bolcsesség
4.1. Az ex vivo vizsgalatok soran hasznalt anyagok és modszerek

4.1.1. Vegyiiletek, készitmények

Az izolalt szovetek tapoldata (a mesterséges interstitialis folyadék), emellett egyes
vegyiiletek oldoszere és a legtobb torzsoldat higitészere a Krebs-Henseleit puffer (réviden:
Krebs-oldat) volt.

Adenozin receptor agonistak: adenozin, CPA (N°-cyclopentyladenosine), NECA (5'-
(N-ethylcarboxamido)adenosine), CHA (N8-cyclohexyladenosine).

Muszkarin receptor agonista: metakolin (acetyl-p-methylcoline chloride).

A: adenozin receptor irreverzibilis antagonista: FSCPX (8-cyclopentyl-N3-[3-(4-
(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N*-propylxanthine).

ENT1 gatlok: NBTTI (S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine), dipyridamol.

Egyéb: inozin, ADA (adenozin dezaminaz), T4 (Na-levotiroxin pentahidrat),
verapamil (£-verapamil hydrochloride).

4.1.2. Allatok és preparatumok

A kisérletekhez 400-900 g testtomegii, him, Hartley tipusi tengerimalacot
hasznaltunk fel. Az allatokat a korai kisérleteknél tarkocsapassal boditottuk, kés6bb
guillotine-nal dekapitaltuk. A mellkas megnyitasa utan a szivet a nagyerek atvagasaval
eltavolitottuk, hideg (3-5 °C-0s) Krebs-oldatot tartalmazo preparalokadba helyeztiik, majd
lemetszettiik a bal pitvar flilcséjét. A pitvarfiilcséket 10 ml-es, Krebs-oldatot tartalmazo,
vertikalis allasu szervkadakban (TSZ-04, Experimetria, Budapest) fiiggesztettiik fel 10 mN
(1 g) nyugalmi fesziilés mellett. A Krebs-oldatot karbogénnel (95% Oz és 5% CO»)
folyamatosan buborékoltattuk (pH=7,4; 36 °C). A bal pitvarokat platinaeclektroddal

19



pontszertien ingereltiik programozhato stimulator (ST-02, Experimetria, Budapest) és erdsitd
(PST-02, Experimetria, Budapest) segitségével, kb. a kiiszobfesziiltség masfél-kétszeresével
(0.7-1.5V, 3 Hz, 1 ms impulzusszélesség). A kontrakcios erdt az izometrias 6sszehtizodasok
amplitidoja jellemezte, amit transzducerrel (SD-01, Experimetria, Budapest) és jelerdsitdvel
(SG-01D, Experimetria, Budapest) mértiink, valamint héirokaros poligraffal (R-61 6CH,

Medicor, Budapest) rogzitettiink héérzékeny papirra.

4.1.3. Ex vivo E/c gorbék felvétele

A disszertaci6 ex vivo eredményeit ad6 allatkisérletes vizsgalatok mindegyikét izolalt,
ingerelt tengerimalac bal pitvaron végeztiik, melyeket a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatkisérleti Bizottsaga engedélyezett és latott el a kovetkezé azonositokkal: DEMAB
45/2001, DEMAB 35/2007, 3/2012/DEMAB, 25/2013/DEMAB.

Az izolalt, ingerelt bal pitvarokon két vagy harom E/c gorbét vettiink fel, egy vagy
két ex vivo kezelési idOszakkal megszakitva, valamilyen adenozin vagy muszkarin tipusu
acetilkolin receptor agonistaval, kimeneti valtozoként a kontrakcids erét mérve, melybdl a
hatast mint a kiinduldsi kontrakcios erd szazalékos csokkenését hatdroztuk meg. A E/c
gorbéket kumulative kiviteleztiik. A klasszikus izolalt szervi kddakban rogzitett kontraktilis
szovet Osszehtizodasainak mérése pontos és megbizhatdé funkcionalis adatokkal szolgal,
melyek nélkiilozhetetlenek napjainkban is. Az 6nallé ingerképzéssel nem rendelkezd, ezért
allando frekvencian ingerelt bal pitvari fiilcse alkalmazasa elGsegitette az A1 adenozin (és
kisebb szamban az M acetilkolin) receptorok altal medialt direkt negativ inotrop hatas minél
tisztabb (mas trop hatasok befolyasatol és egyéb zavard tényezoktdl mentes) érvényesiilését.
Ennek fontos szerepe van kisérleti eredményeink megbizhatosaga és interpretalhatosaga

szempontjabol, mivel az inotropia egyebként érzékeny a kronotrdpia valtozasara.

4.1.4. EX vivo kezelés

Az ex vivo kezeléseket minden esetben legalabb 1 db E/c gorbe felvétele eldzte meg,
ennek agonistajat (és az esetleges ex vivo kezelés vegyiiletét) legalabb haromszori Krebs-
oldat cserével mostuk ki. Ahol az ex vivo kezelés hosszabb volt 20 percnél, ott legalabb 1 db
rovid (< 1 perc) mosast iktattunk be, majd az alkalmazott vegyiiletet visszajuttattuk. A
vegylileteket az ex vivo kezelés végén nem mostuk ki a rendszerbdl az utana kovetkezo E/c
gorbe felvétele elétt. Ez alol az FSCPX kivételt képezett, mivel azt a jelen értekezésben
bemutatott kisérletek el6tt mindig kimostunk. Az ex vivo kezelés nélkiili (kontroll) csoportok
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preparatumai ugyanannyi idét toltdttek Krebs-oldatban (E/c gorbe felvétel nélkiil), mint

amennyit a parhuzamosan végzett ex vivo kezelés igénybe vett a tobbi preparatum esetében.
NBTI — 10 pmol/1 45-50 percig;
dipyridamol — 10 pmol/l 45-50 percig;
ADA — 2 U/ml 10 perccel a 10 pmol/l NBTI beadésa el6tt;

FSCPX — 10 umol/l 45 percig, majd 75 perc mosas.

4.1.5. Ex vivo E/c gorbék kiértékelése

A bal pitvarok kontrakcids erejének nagysagat gy hatdroztuk meg, mint a héirdkaros
poligraffal strlin egymés mellé regisztralt egyedi 0Osszehuzddasok alsd és felsd
burkologorbéjének tavolsdgat. Az adenozin és muszkarinos acetilkolin receptorok altal
medialt negativ inotrop hatas kiszadmoldsakor minden beadott agonista koncentracidhoz
megkerestiik a jelenlétében kialakult legkisebb kontrakcids erét, majd ebbdl meghataroztuk

a kiindulasi kontrakcios erd szazalékos csokkenését.

Egyszeri E/c gorbéknek azokat tekintettilk, amelyeket egyetlen, névekvo
koncentracidban alkalmazott agonista hoz 1étre. Mivel a E/c gorbék hagyomanyos
kiértékelése is erre a feltételezésre épiil, az egyszerii E/c gorbék egyben torzulasmentesek is.
Az egyszeri, torzitatlan E/c gorbék szokvanyos kinézetliek. /Bar egy E/c gorbe sokféle alaku
lehet, tipikusan hiperboloid (linearis x tengely esetén) illetve szigmoid (logaritmikus x
tengely mellett) lefutast mutat./

Az dsszetett E/c gorbék 1étrejottiiket valamilyen szokatlan koriilménynek kdszonhetik
(pl. nem egy, hanem t6bb agonista hat egyszerre, vagy nem novekvo sorrendben alakulnak
Ki az egyes koncentraciok). Kutatocsoportunk azzal az esettel foglalkozott, amikor elészor
egy agonista egyetlen, esetlegesen ismeretlen koncentracioja fejt ki hatast, majd ugyanaz az
agonista vagy egy masik agonista tobb, szabalyosan emelked6 koncentracidja. (Ha kutatas a
célja az RRM tulajdonsagainak vizsgalata, egyetlen agonistat kell hasznalni és az els6

koncentracio6 is ismert kell legyen.)

crcr

véve értékeljiik ki és abrazoljuk, torzulasmentesek lesznek, noha nem szokvanyos
megjelenésiiek (kiilonosen akkor, ha az els6 agonista koncentracioja relative nagy). Ez abban

nyilvanul meg, hogy az osszetett, torzitatlan E/c gorbe a nullanal 1atvanyosan nagyobb hatas
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értékrdl indul, viszont ugyanazt a maximalis hatast éri el, mint az adott agonista egyszerd,

torzitatlan E/c gorbéje az adott rendszerben (természetesen amennyiben jol szaturalt).

Szamunkra kihivast azok az Gsszetett E/c gorbék jelentettek, amelyeknél az els6
agonista koncentraci6 ismeretlen 1évén azt nem vettik figyelembe a E/c gorbe
megszerkesztésénél. Ilyenkor az els6 agonista koncentracido hatasara kialakulo allapotot
vettilk kiinduldsnak ¢és ebbdl szamoltuk a tobbi hatast. A szabalyosan emelkedd
koncentraciok ily modon megszerkesztett E/c gorbéje Osszetett és torzult is lesz, bar
ranézésre szokvanyosnak tlinik, eltekintve a maximalis hatas cs6kkenésétél (ami egyébként

nem mindig latvanyos).

A fenti médon keletkezd Osszetett, torzult E/c gorbék kiértékelésének logikus célja
lehet a torzulast okozé koncentracio (vagyis az els6 agonista koncentracid) meghatarozasa,
amennyiben az ismeretlen. llyen helyzet allhat el akkor, ha egy endogén agonista szintje
akutan (esetleg kronikusan) megemelkedik egy szovetben, majd az endogén agonista
receptoranak egy (altalaban masik) agonistajaval E/c gorbét vesziink fel az adott szovetben.
Ennek az endogén agonista tobbletnek a meghatarozasa fontos lehet a szovet mikddésének
megértéséhez. Mivel a figyelembe nem vett tobblet koncentracio az oka a kés6bbiekben

felvett E/c gorbe torzulasanak, torzitd koncentracionak (cbias) neveztiik el.

A Chias meghatarozasahoz az RRM nevil eljarast alkalmaztuk. Az RRM Iényege
kombinalt egyenletének (vagyis modelljének) illesztése az Osszetett, torzult E/c gorbék
adataira. Az illesztés legfontosabb (sok esetben egyetlen) eredménye egy bizonyos cx
paraméter értéke lesz, ami a chias jellemzeésére szolgal. A cx az Osszetett, torzult E/c gorbe

crer

a Coias. Ha az elsd (avagy torzitd) és a masodik (vagyis teszt) agonista azonos: cx = Cbias.

4.1.6. Alkalmazott regresszios modellek és modok

4.1.6.1. Az RRM ekvivalens, de formailag eltéré modelljei

Az RRM kombinalt egyenlete, vagyis az RRM modellje sok formaban fejezheto ki,
melyek algebrailag egyenértékiiek (amennyiben természetesen ugyanazt a receptorfunkcios
modellt tartalmazzak). Vizsgalataink sordn az RRM modell tobb formajat is kiprobaltuk,
melyek két, egymassal szabadon kombinalhatd szempont alapjan kiilonboztek egymastol: a
koncentraciok logaritmusként illetve numeruszként vald szerepeltetése (€s ennek

megfelelden illesztése), valamint az Osszetettség. Elobbi szempont alapjan az egyenletek
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lehettek nem logaritmikusak (a koncentraciok egyike sem logaritmus), részlegesen
logaritmikusak (csak a ¢ és az ECsg az) és teljesen logaritmikusak (minden koncentracio, igy
a Cx Is logaritmus), az utdbbi szempont alapjan pedig Osszetettebbek és egyszeriibbek (amit
egy Cx-szel végzett osztas biztositott). (A logaritmusként vald kifejezés a kovetkezd

egyenldségek felhasznalasaval tortént: ¢ = 10'°9, ¢, = 10'°9% és ECso = 10/°95C50),

4.1.6.2. Az illesztett modellek és paraméterek szama illetve megosztdsa

Az RRM modellje individualisan és globalisan is illeszthetd. Globalis illesztést egy
(az RRM modellje) vagy két modellel (az RRM modellje és a Hill modell) végeztiink. A
korai vizsgalatainkban még kizarélag individualis illesztést alkalmaztunk. Az utolsé négy
vizsgalatunkban egymodelles globalis illesztést is hasznaltunk, mig a legutolséban a

kétmodelles globalis regressziot is kiprobaltuk.

Individualis regresszio soran a modellbe elézetesen beirtuk a torzitatlan E/c kapcsolat
Hill paramétereit, vagy a modellt ugy illesztettiik, hogy a benne 1év6 Hill paramétereket a
torzitatlan E/c kapcsolatra jellemz6 értékeken rogzitettiik (vagyis illesztés el6tt valamilyen
modon ,,individualizaltuk” az RRM modelljét). A megfelelé Hill paramétercket egy olyan
egyszeri, torzitatlan E/c gorbébdl nyertiik a Hill egyenlet illesztésével, amelyet ugyanazzal
az agonistaval vettiink fel ugyanabban vagy egy ugyanolyan rendszerben, mint az dsszetett,

torzult E/c gorbét.

Egymodelles globalis regresszido kivitelezésekor az RRM modelljét egyszerre
illesztettliik az egyszert, torzitatlan E/c gorbére és a neki megfeleld Osszetett, torzult E/c
gorbé(k)re, megosztott (vagyis minden dsszetartozo E/c gorbére kotelezben vonatkozo) Hill
paraméterek mellett. Az egymodelles globalis illesztés mindkét gorbetipushoz meghataroz cx
értéket, emellett megadja a kozos (megosztott) Hill paramétereket is. Az egyszert, torzitatlan
E/c gorbéhez tartozd cx vart értéke nulla, ezért ennek meghatdrozdsa a modszer belsd
kontrolljanak tekinthetd. A nullatdl jelentdsen eltérd cx érték rossz illeszkedésre utal, vagyis
arra, hogy a E/c adatok nem hatdrozzdk meg elég jol az illesztett fliggvényt. Kétmodelles
globalis regresszid soran az egyszert, torzitatlan E/c gorbére a Hill egyenletet, mig a hozza
tartoz6 Osszetett, torzult E/c gorbé(k)re az RRM modelljét illesztettiik (megosztott Hill

paraméterek mellett). A modszer csak az Gsszetett, torzult E/c gorbékhez ad meg cx értéket.

4.1.6.3. Az adatpontok regresszios fiiggveny koriili szordsa

Az RRM modelljét kezdetben csak hagyomanyos (,,ordinary least-squares™), vagyis

az azonos koncentraciokhoz tartoz6 hatds értékek (replikatumok) Gauss-féle (normalis)
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eloszlasat feltételez6 modon illesztettikk. A legutobbi néhany vizsgalatunkban robusztus
(,,robust”) regressziot is alkalmaztunk, amelyik a Gauss-féle helyett Lorentz-eloszlast tételez
fel. A Gauss- és a Lorentz-eloszlas a Student-féle t-eloszlasok két sz¢Els6 lehetdsége: Gauss-
eloszlas esetén a szabadsagi fokok szama végtelen, mig Lorentz-eloszlas mellett 1. Ha az
egyes koncentracidkhoz tartozd hatds értékek eloszlasa inkabb normalis, hagyoményos
regressziot érdemes végezni, ha viszont inkdbb a Lorentz-eloszlast kozeliti, a robusztus
regresszio a jobb vélasztas. A robusztus illesztés kevésbé érzékeny az E/c adatok kiugrd
értékeire, viszont nem teszi lehetdvé, hogy a gorbeillesztést végzd szoftver a regresszios
paraméterck értékeihez (,,best-fit values”) konfidencia intervallumot (CI), valamint a
regresszios fliggvényekhez (,,best-fit curves”) megbizhatosagi és eldrejelzési savokat

hatarozzon meg. Robusztus illesztés mellett sulyozasra sincs lehetdség.

4.1.6.4. Az illesztés sulyozasa

Az RRM modelljét eleinte csak sulyozas nélkiil illesztettiik, amivel feltételeztiik az
adatok homoszkedaszticitasat, vagyis azt, hogy az egyedi y (tehat hatas) értékek szorasa az
egyes x (vagyis koncentracid) értékeknél hasonld mértékii. Hagyomanyos illesztési mod
alkalmazasakor a gorbeilleszt6 szoftver, amennyiben nincs sulyozas, a legkisebb négyzetek
elvének megfelelden szamolja ki az adott koncentraciohoz tartozo egyedi hatéas értékekbdl a
regresszids fiiggvény adott koncentracidhoz tartozé y értékét. A stilyozas azt jelenti, hogy a
szoftver nem a legkisebb négyzetdsszeget keresi (vagyis nem az egyes koncentraciokhoz
tartozo egyedi hatas értékek egyedi eltérései négyzeteinek 6sszegét igyekszik minimalizélni),
hanem a legkisebb sulyozott négyzetosszeget (vagyis a négyzetdsszeg egy bizonyos faktorral
megszorzott értékét). Az egyik késébbi vizsgalatunkban az illesztést kétféle sulyozassal is

végrehajtottuk, melyeknél a faktorok 1/y? illetve 1/SD? voltak.

Az 1/y*-tel valo stilyozas abban az esetben javitja az illesztés eredményét, ha a szoras
mértéke az y értékek ndvekedésével nd, mig az 1/SD?-tel valé stilyozas akkor hasznos, ha a
szoras az y értékétdl fiiggetleniil mutat jelentds kiilonbségeket (az egyes X értékeknél). Az
1/y?-tel illetve 1/SD?-tel valo sulyozas (tehit a négyzetdsszegek elosztasa y>-tel illetve SD?-
tel) ugyanis csokkenti a nagy hatds értékek illetve nagy szorassal bird hatas értékek
befolyasat (,,stlyat”) a regresszios fliggvény paraméterei értékeinek meghatdrozasara. Az
ezzel foglalkoz6 vizsgdlatunkban az RRM alkalmazdsa sordn az el6bbiekben emlitett
regresszios lehetdségek minden olyan kombinacigjat kiprobaltuk, amit a hasznalt szoftver

aktualis verzidja megengedett.
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4.1.6.5. A mindet-egyszerre és a paronkénti illesztés

Ha egy egyszert, torzitatlan E/c gorbéhez egynél tobb Osszetett, torzult E/c gorbe
tartozik, az illesztés globalis formaja kétféleképpen is végrehajthatd: egyrészt az Osszes
gorbén egyidejiileg (,,mindet-egyszerre” mod), masrészt egyidejiileg csak két gérbén, melyek
kozil az egyik mindig az egyszert, torzitatlan E/c gorbe (,,paronkénti” mod). Ily modon tehat
paronkénti illesztésbol annyit kell elvégezni, amennyivel tobb Gsszetett, torzult E/c gorbe
van, mint egy. A két lehetéség kozotti két konnyen belathato kiilonbség az, hogy a mindet-
egyszerre mod gyorsabb, a paronkénti mod pedig nagyobb befolyast ad az eredményre az
egyszer(, torzitatlan E/c gorbéknek. (Individualis regresszi6 soran minden Osszetett, torzult
E/c gorbe kiilon keriil illesztésre, ezért nincs jelentdsége annak, hany tartozik egy egyszer,

torzitatlan E/c gorbéhez.)

4.1.6.6. Egyéb, a regressziohoz kapcsolodo beallitasok

Az RRM alkalmazasakor — a minél nagyobb megbizhatosag érdekében — mindig
illesztettiink az atlagolt E/c gorbe adatokra is, a kés6bbi vizsgalatok sordn pedig mar csak
azokra (mig az egyedi, egyetlen preparatum viselkedését tiikkr6z6 E/c gorbékre nem). Az
atlagolast a GraphPad Prism szoftver végezte el, miutan az egyedi adatokat a megfeleld
adatlapra (,replicate values in side-by-side subcolumns”), csoportositva vittik be. Az
egyszerll atlagoldssal szemben ennek az volt az eldnye, hogy igy nem vesztettiik el az
individualis adatokban rejlé informaciokat (sem az atlagolt gorbék, sem az illesztés
vonatkozasaban). Ezt fejezik ki a gorbék y értékeinél feltiintetett szoras (SEM) és az illesztés

precizitasat jellemz6 adatok (pl. a regresszids paraméterek 95%-0s Cl-a).

Minden tovabbi (fentebb nem emlitett), illesztéssel kapcsolatos beallitashoz az
alapértelmezett opcidt valasztottuk. A kivételeket €s az emlitésre érdemes eseteket az

alabbiakban foglaljuk ssze.

Egy csoporton beliil az azonos X értékhez tartozo y replikatumokat (,,replicates”)
egyedi pontoknak (,,individual points”) vettiik, ahogy azt a szoftver készit6i ajanlottak,
kivéve az 1/SD?-tel valé stlyozast, ami valasztast nem engedve a replikdtumok 4tlagaval

szamolt.

Annak beallitasanal, hogy a szoftver hogyan ellendrizze, hogy a kisérleti adatok
mennyire hatarozzak meg a modellt, mindkét opcidt hasznaltuk: ,,identifying ambiguous fits”
és ,,identifying unstable parameters”. Ennek oka, hogy az ,.,identifying ambiguous fits” (ami
a paraméterek Osszefonddasdnak mértékét jellemzi) tobb becslést szolgéltatott a torzitd

koncentraciora, mint az ,,identifying unstable parameters” (vagyis az alapértelmezett opcio).
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Amikor az RRM-hez az ,.identifying unstable parameters” opciot hasznaltuk, néhany becslés
hianyzott (melyeket az ,,identifying ambiguous fits” opcio egyébként kétértelmiinek jeldlt),
a tobbi becslés azonban 1ényegében azonos értékekkel és 95%-0s Cl-kal rendelkezett.

A 95%-0s Cl-ok kiszamitasakor az alapértelmezett beallitas szinte minden esetben az
»asymmetrical” volt. Ahol nem, ott az alapértelmezett beallitas helyett az ,,asymmetrical”

opciodt valasztottuk.

4.1.7. Nukleozid transzport gatlo jelenlétében felvett adenozin E/c gorbe korrekcioja

Korrekcidos modszeriink dsszetett, torzult E/c gorbe hatéds értékeinek korrekcidjara
alkalmas, amennyiben ismert a torzitd hatas nagysaga. Vizsgalataink soran ezzel az eljarassal
az NBTI jelenlétében felvett adenozin E/c gorbék hatas értékeit korrigaltuk az ENT1 gatlas
miatt interstitialisan akkumulaldédott endogén adenozin torzitd hatasara, amihez NBTI
hianyaban ¢és jelenlétében felvett CPA E/c gorbék adatait hasznaltunk fel. Mivel az endogén
adenozin tobbletének pontos értéke végig ismeretlen maradt szamunkra, a korrigalt hatas
értékeket tovabbra is csak az exogén (tehat nem az exogén+endogén) adenozin koncentracio

logaritmusanak fliggvényében voltunk kénytelenek abrazolni.

Az Osszetett, korrigalt E/c gorbéken a maximalis hatas (Emax) értéke megbizhatobban
itélhetd meg, ezért bomlékony agonistak esetében ezek a gorbék alkalmasabbak a receptor
rezerv megbecslésére, mint az osszetett, torzult gérbék. Ez utdobbiak a bomlékony agonistak
rosszul hasznalhato egyszer(i, torzitatlan E/c gorbéi helyett keriilhetnek felvételre az adott
agonista eliminacidjanak valamilyen gatloszere jelenlétében, ami miatt viszont az ugyanazon
receptort aktivald endogén agonista felszaporodik €s €z a koncentracio tobblet torzitd hatast

hoz 1étre (ami deprimalja a torzult gérbe Emax-at).

4.1.7.1. Az eredetileg leirt modszer

A korrekcios modszer eredeti formaja két feltételezésen alapult: 1.) az NBTI (azonos
koncentracioja) ugyanakkora interstitialis adenozin koncentracio novekedést okoz barmely
agonista (ebben a két vizsgalatban CPA ¢s adenozin) E/c gorbéjének felvétele elétt; 2.) az
NBTI (azonos koncentracidja) ugyanakkora interstitialis adenozin koncentracio novekedést
okoz az FSCPX-elokezelt és az anélkiili pitvarokon. Ez utobbibol kiindulva a korrekcidhoz
egyetlen cx-et hataroztunk meg: azt, amelyik az FSCPX eldkezelés nélkiili allapotban
jellemzi az NBTI okozta interstitialis adenozin-szint novekedést (ehhez egy NBTI hianyaban
¢és egy NBTI jelenlétében felvett CPA E/c gérbére volt sziikségiink).
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A Hill egyenletbe a cx-et koncentracioként beirva és a Hill paramétereket az NBTI-
mentes CPA E/c gorbe Hill paramétereinek értékén rogzitve megkaptuk a cx-hez (mint CPA
koncentracidhoz) tartozo hatast (Ex), ami egyenld az NBTI altal akkumulalt tobblet
interstitialis adenozin hatasaval, vagyis a torzité hatassal:

Mivel az FSCPX-elokezeletlen illetve el6kezelt pitvarok (nativ illetve depletalt A
receptorkészletiik okan) eltéré nagysagl valaszt adnak Ai receptor agonistakra, az Ex-et
meghataroztuk mind az FSCPX-el6kezelt, mind az anélkiili NBTI-mentes CPA E/c gorbék

Hill paramétereinek segitségével.

Ahhoz, hogy az Ex segitségével megkapjuk az adenozin E/c gorbék torzult hatas
értékeihez tartozo korrigalt hatas értékeket, az RRM alapegyenletének ide adaptalt formajat

hasznaltuk.

Az FSCPX-el6kezeletlen, NBTI-kezelt adenozin E/c gorbe korrekciojahoz az
FSCPX- és NBTI-mentes CPA E/c gorbe adataibol szamolt Ex-et hasznaltuk, mig az FSCPX-
elokezelt, NBTI-kezelt adenozin E/c gorbééhez az FSCPX-elkezelt, NBTI nélkiili CPA E/c

gorbe adataibol szamolt Ex-et.

Az RRM késdbb bemutatandd alapegyenlete irja le a kapcsolatot a valos
(szabalyszeriien meghatarozott) hatés, a torzult hatas és a torzulas okanak (val6s) hatasa
kozott. Mivel a korrekcid célja megkapni a valds hatast a torzult hatasbol, az RRM
atrendezett alapegyenlete alkalmas erre. A régi korrekcidos modszert két vizsgalatunkban
kizarolagos jelleggel hasznéltuk, egy kovetkezdben pedig (utoljara) az 1j modszerrel valod

o0sszehasonlitas kedvéért.

4.1.7.2. Az uj, javitott modszer

Az 1j modszer annyiban kiilonbozik a régitdl, hogy mar nem feltételezi az FSCPX
elokezelés semleges voltat az NBTI jelenlétében felszaporodott endogén adenozin
mennyisége szempontjabol. Ennek megfelelden a korrekcidhoz két cx-et hatdroztunk meg,
egyet az FSCPX el6kezelés nélkiili, egy masikat az FSCPX-¢lékezelt pitvarokon (az RRM
modellt mindkét esetben az NBTTI jelenlétében felvett CPA E/c gorbére illesztve). Az FSCPX
elokezelés nélkiili pitvarok esetében az RRM modellhez a nativ CPA E/c gorbe Hill
paramétereinek értékét hasznaltuk, mig az FSCPX-elokezelt pitvaroknal az FSCPX-
elokezelt, de NBTI-mentes pitvarokon felvett CPA E/c gorbe Hill paramétereinek értékét. A
két cx értékkel a fentebb leirt modon korrigaltuk az NBTI jelenlétében felvett adenozin E/c
gorbéket: az FSCPX nélkiili allapotra vonatkozoét az FSCPX eldkezelés nélkiili E/c gorbéhez,
az FSCPX hatasara vonatkozot pedig az FSCPX-eldkezelt E/c gorbéhez. Jelenleg ezt a
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modszert ajanljuk korrekciora egy bomlékony agonistara vonatkozd receptor rezerv

meghatarozasakor (a fentiekben targyalt koriilmények fennallasa esetén).

4.1.8. Az ex vivo adatok feldolgozasa

Az adatok eloszlasanak normalitasat kezdetben Kolmogorov-Szmirnov, majd
D’Agostino-Pearson omnibus és/vagy Shapiro-Wilk teszttel ellendriztiik. A varianciak

homogenitasat eldszor Bartlett, a késObbiekben pedig Brown-Forsythe teszttel vizsgaltuk.

Normalis eloszlast mutato csoportot egy hipotetikus értékkel (pl. egy szdmolt — tehat
nem mért — koncentracioval) egymintas Student-féle t teszttel hasonlitottunk Gssze. Ha az

eloszlas nem volt normalis, Wilcoxon tesztet hasznaltunk.

Normalis eloszlast és homogén variancidkat mutat6 két csoportot kétoldalu, kétmintas
Student-féle t teszttel (Onkontrollos esetben parositottal, egyébként parositatlannal)
hasonlitottunk 6ssze. Ha két normalis eloszlasu csoport varianciai kiilonbozoéek voltak,
Welch-korrigalt t tesztet hasznaltunk, nem normalis eloszlas mellett pedig Mann-Whitney U
tesztet.

Korabbi vizsgalatainkban egyutas varianciaanalizist (ANOVA) akkor alkalmaztunk,
ha ketténél tobb olyan csoportot kellett dsszehasonlitani, amelyek mindegyikében normalis
volt az eloszlas és a varianciaik sem kiilonboztek szignifikansan. Késobb csak a normalis
eloszlas volt az ANOVA feltétele, mivel inhomogén varianciak mellett Geisser-Greenhouse
korrekciot alkalmaztunk, végiil pedig ilyen esetekben Welch-korrigalt ANOVA-t végeztiink.
Az egyutas ANOVA-t korabbi munkainkban Newman-Keuls poszt-teszt, késébb Tukey
poszt-teszt vagy (Welch-korrekcid esetén) Dunnett-féle T3 poszt-teszt kovette. Ketténél tobb
csoportot, ha nem feleltek meg az ANOVA feltételeinek, Kruskal-Wallis teszttel
hasonlitottunk 6ssze, Dunn poszt-teszttel kiegészitve.

Ha ketténél tobb csoport dsszehasonlitasa soran két kiilonb6z6 szempont is felmertilt
(pl. az in vivo és az ex vivo kezelés hatasai), ezek lehetséges interakcidjat — normalis eloszlas
¢s homogén variancidk mellett — kétutas ANOVA alkalmazasaval vizsgaltuk, ami utan
kezdetben Bonferroni poszt-tesztet, a kés6bbiekben (amikortol elérhetévé valt) Sidak poszt-

tesztet végeztiink.
A véletlen oki szerepét p < 0.05 esetén vetettiik el.

Ahol a cél az RRM vizsgélata volt, ott az RRM adott modon valo kivitelezését

elsésorban annak pontossaga (accuracy) és precizitasa (precision) alapjan itéltiik meg (kisebb
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részben pedig a kivitelezés kényelme alapjan). A becslés pontossagat a regresszios paraméter
értékének (ha az cx volt) illetve numeruszanak (ami cx, ha a regresszids paraméter a logcy
volt) tavolsaga jellemezte a torzitd koncentraciotol (chias; amit mi hoztunk létre, tehat ismert
volt). A becslés precizitasat a regresszios paraméter (Cx vagy logcx) érték 95%-0s Cl-anak
sz€lessége jellemezte (mindkét idevagd vizsgalatunkban), mig a gorbeillesztés precizitasat a
95%-0s megbizhatdsagi és elorejelzési savok szélessége (a masodik ilyen vizsgalatunkban).

Robusztus illesztés esetén csak a pontossag volt megitélhetd, a precizitds nem.

A statisztikai elemzés, a gorbeillesztés és az abrak készitése GraphPad Prism for
Windows szoftverrel tortént, melyeknek 4-t61 10-ig terjedd verzioit hasznaltuk (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA). Az egyéb szamitasokhoz a Microsoft Excel szoftver
2000-2016 verzioit vettiik igénybe (Microsoft Co., Redmond, WA, USA).

4.2. Az in silico vizsgalatokban hasznalt modszerek

Az els6 szimulacios vizsgalatban az RRM tesztelése volt a cél, melyhez célszerii, de
onkényesen megvalasztott tulajdonsagokkal rendelkezé in silico rendszereket hasznaltunk.
A masodik és harmadik szimulacios vizsgalat célja az NBTI és az FSCPX interakcidjanak
vizsgalata volt, melyhez az RRM nélkiilozhetetlen eszkozként szolgalt. Az utobbi két
vizsgalatban kialakitott két in silico rendszer létrehozasanak célja két korabbi ex vivo

vizsgalat eredményeinek reprodukalésa volt.

4.2.1. Az els6 szimulacios vizsgalat

Az elsd szimulacio célja az RRM pontossdganak és megbizhatésaganak vizsgalata
volt a legkiillonbozébb agonistak és rendszerek kombinacioi esetén. Eldszor in silico
agonistakat és rendszereket definialtunk, majd E/c gorbéket szerkesztettilk az agonizmus
operativ modelljének egyenleteivel. Az operativ modell a receptorfunkcio altaldnos és
kvantitativ modellje, ami &tmenetet képez az empirikus €és a mechanisztikus modellek kozott.
A modell alapegyenletével egyetlen agonista hatasat fejeztiik ki, a kibévitett egyenletével
pedig két agonista egyiittes hatasat. Ez utobbiban az egyik agonistat egyetlen koncentracioval
vettiik figyelembe, ami a (késObbiek soran) figyelmen kiviil hagyott agonista koncentraciot
modellezte (torzité koncentracid), mig a masikat tobb koncentracidval is szerepeltettiik (teszt

agonista), amivel E/c gorbe felvételét szimulaltuk.
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4.2.2. A masodik szimulacios vizsgalat

A masodik szimulacio célja hét ex vivo E/c gorbe minél pontosabb in silico
reprodukalasa volt a szimulaciohoz hasznalt egyenletekben 1évé paraméterek értékeinek
valtoztatasa, illetve a szimulacio feltételezéseit tiikr6z6 matematikai miiveletek megfeleld
megvalasztdsa révén. A reprodukalando ex vivo E/c gorbék egy korabbi vizsgalatbol
szarmaztak. Elméleti keretként itt IS az agonizmus operativ modelljének egyagonistas és
kétagonistas egyenletét hasznaltuk. Az egy agonista hatasat leird egyenlettel 1étrehozott
figgvények itt is mint egyszer(, torzitatlan E/c gorbék jelentek meg, mig a két agonista
egylittes hatasat leird egyenlettel generalt fliggvények adtdk az Osszetett, torzitatlan E/c
gorbéket. A magat egyetlen koncentracioval képviseld agonista az ENT1 gatlas altal
interstitialisan  felhalmozott endogén adenozint modellezte, mig a masik, tobb

koncentracioban figyelembe vett agonista a E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonistat.

4.2.3. A harmadik szimulacids vizsgalat

A kiindulasi értékek és feltételezések valtoztatasaval ebben a szimulacioban négy
modellt és a 4. modellhez két varianst hoztunk létre. Mindegyik modell (illetve
modellvarians) nyolc E/c gorbét tartalmazott. A cél egy el6z6 vizsgalatbol szarmazo nyolc
ex vivo E/c gorbe alakjanak és egymashoz képesti helyzetének minél tokéletesebb
reprodukalasa volt. Az in silico vizsgalat elméleti kerete harmadik szimulacionk soran is az

agonizmus operativ modellje volt.

4.2.4. Az in silico adatok feldolgozasa

A koncentraciot kifejez6 mennyiségek (agonista koncentracido, ECsg, Cx) a
gorbeillesztésére hasznalt egyenletekben 10-es alapu logaritmusként szerepeltek (a ¢ = 10'°%°
Osszefiiggés szerint) a hasznalt szoftver gyartdjanak ajanlasa szerint. Az egyszeri
szamitasokat Microsoft Excel 2013 illetve 2016 segitségével végeztiik (Microsoft Co.,
Redmond, WA, USA). A gorbék szerkesztését és regresszidanalizisét GraphPad Prism 7.03
illetve 8.1.1 for Windows szoftverrel végeztiik (GraphPad Software Inc., La Jolla, Kalifornia,
USA).
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5. A receptorialis valaszkészség modszer (RRM)

vizsgalata
5.1. Az RRM Kkifejlesztése

Truth is stranger than fiction, but it is because

fiction is obliged to stick to possibilities; truth isn't

Az igazsdg meghokRent6bb, mint az elmélet, mivel
az  elméletneR, Osszhangban Rell lennie a

lehetBségeRRel, mig az igazsignak nem

Mark Twain

5.1.1. Az RRM hipotézisének felallitasa

A nukleozid transzport gatlokat (nitrobenziltioinozin-szdrmazékok, dipyridamol,
draflazin) régota alkalmazzak az adenozin receptorialis hatasainak fokozasara. Mivel netto
adenozin termelés csak energetikai egyensulyban jellemz6 az interstitiumra, ezt a hatasukat
csak fiziologias (vagy kozel fiziologias) viszonyok kozepette fejtik ki. Az adenozin a
supraventricularis myocardium Az receptorainak medialasaval erételjesen és jol mérhetéen
csokkenti a kontrakcios er6t, ezért a pitvari negativ inotrop hatast sok vizsgalatban mérték az

A1 receptor funkcidé megbizhato jellemzdjeként.

A fentiekkel 6sszhangban a normoxids koriilmények kozott miikodd, izolalt, ingerelt
tengerimalac bal pitvaron az NBTI latvanyosan balra tolja az adenozin E/c gorbéjét. Ennek
oka, hogy az NBTI a befelé iranyul6 nukleozid transzport gatlasa révén megvédi a E/c gorbe
felvételéhez beadott adenozint az intracellularis eliminaciotol, igy az mar mintegy masfél
nagysagrenddel kisebb szervkadbeli koncentracio mellett is ki tudja valtani ugyanazokat a
hatas értékeket. Ehhez a jelentds balra tolodashoz képest szinte elhanyagolhatonak tiinik a
maximalis hatas enyhe vagy mérsékelt csokkenése NBTI jelenlétében, ami azonban nincs
0sszhangban az NBTI hatdsnovel6 sajatossagaval. Ez az Emax csOkkenés, ha eltéré mértékben

is, de konzekvensen jelentkezett minden eddigi vizsgalatunk soran.

A jelenség okarol hipotézist allitottam fel, ami abbol indult ki, hogy az NBTI az
endogén adenozin eloszlasat ugyaniugy befolyasolja, mint az exogén (beadott) adenozinét.
Lévén megfeleld oxigén- és tapanyagellatas mellett az adenozin transzport az izolalt
pitvarban is a sejtekbe iranyul, a transzport gatlasa az endogén adenozin interstitialis

felhalmozodasahoz kell, hogy vezessen. Ha ez eléri azt a mértéket, hogy szamottevéen
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aktivalja a cardiomyocytak felszini A1 receptorait, akkor a nyugalmi kontrakcios er6 mar az
NBTI-vel végzett inkubacids idészakban csokkenni fog. Mivel erre a E/c gorbe felvétele elott
keriil sor, a gorbe felvételekor meghatarozott kiinduldsi kontrakcios erd (ami a negativ
inotrop hatas meghatarozasanak alapja) kisebb lesz, ami miatt kisebb lesz az A1 receptor
ingerléssel kivalthatd maximalis hatas is, marmint ami a (nyugalmi értéknél kisebb)
kiindulasi kontrakcios erébol szamithatd. Ez a hatdscsokkenés tehat nem a biologiai rendszer
teljesitoképességének csokkent voltat jelzi, hanem az endogén adenozin interstitialis
tobbletének figyelembe nem vett hatisa miatti jelenség (vagyis szigorian véve egy

szisztematikus hiba).

5.1.2. Figyelembe nem vett agonista-tobblet hatasa a E/c gorbére

An equation is something for eternity
Egqy egyenlet az 616RRévaldsdg egy darabja

Albert Einstein

When you can measure what you are speaking about,
and express it in numbers, you Know something about it

Ha mérni tudod, amirdl beszélsz, és Rifejezni
szdmokban, akRor tudsz réla valamit

William Thomson (Lord Kelvin)

Az RRM elvét legjobban a kovetkez6 gondolatkisérlettel lehet szemléltetni. Vegyiink
egy agonistat, annak receptorat és egy biologiai rendszert, amelyikben az agonista nem
bomlik és nincs receptor down-regulation illetve deszenzitizaci6. Ha az agonistamentes
rendszerbe beadjuk az agonista egy (gyakorlatilag) maximalis valaszt kivaltdo dozisat,
megkapjuk a maximalis hatast, amelyet — szabalyszertien — a kiindulaskor mérheté nyugalmi
allapothoz képest hatarozunk meg. Ha ebbe a rendszerbe még egyszer beadjuk ugyanazt a
dozist, nem torténik valtozas, marad a receptorok maximalis aktivacidja, a hatas altalunk
meghatdrozott értéke viszont attol fiigg, mit tekintlink kiindulasi allapotnak. Ha az elsé dozis
beadasa el6tti allapotot, akkor a hatas értéke a (mar az eldbb is megkapott) maximum lesz,
ha viszont a masodik dozis beadasa elétti allapotot, akkor nulla. Ezzel 6sszhangban, ha az
agonistamentes rendszerbe szubmaximalis hatast kivalto agonista dozist adunk be kétszer, és

a viszonyitasi alap a nyugalmi allapot, a masodik beadas utan kapott hatas érték nagyobb
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lesz, mint az els6 utan kapott. Ha viszont az elsé beadas utani allapotot vessziik kiindulasi
allapotnak, kisebb valaszt kapunk, mint elsére. Ennek az a magyarazata, hogy az els6 dozissal
beadott agonista molekuldk a receptorok egy részéhez kotdédve €s azokon hatas kivaltva
»clhasznaljak” a rendszer valaszkészségének egy részét, ezért a masodik dozissal beadott
agonista molekuldk szamara mar a maximalisnal kisebb vélaszkészség allt rendelkezésre.
Ennek széls6 esete, ha mar az elsé beadaskor (gyakorlatilag) maximalis valaszt kapunk,
ilyenkor masodjara mindig teljes valaszképtelenséget tapasztalunk (amennyiben a kiindulasi

allapot kozvetleniil az adott dozis beadasa el6tti allapot).

Ennek a jelenségnek természetesen semmi koze a receptor deszenzitizaciohoz.
Deszenzitizaciorol akkor beszéliink, amikor a hatas ugy marad el a varakozastol, hogy a
beadott agonista ugyanannyi szabad kot6helyl receptorral talalkozik. A fenti esetben csak
latszolag csokkent a valaszkészség, mert nem vettiik figyelembe a rendszerben 1év6 agonista
molekulak azon részét, amelyik mar az adott dozis beadasa el6tt jelen volt és azodta is részt

vesz a hatas kivaltasaban.

A fenti jelenség akkor is 1étrejon, ha a méasodjara beadott agonista mas, mint az elso,
csak a rendszerben (részben vagy egészben) ugyanazt a jelatviteli rendszert hasznalja. Ehhez
még az sem sziikséges, hogy ugyanazt a receptort aktivaljak, elég, ha mindketten képesek az
altalunk mért valasz kivaltasara, tehat ugyanazt a valaszadasi kapacitast (tehat annak

molekularis hatterét) hasznaljak.

A fentiek alapjan kvantitative kifejezhetd a torzult hatas és a hozza tartozé intakt hatés
kapcsolata (az RRM alapegyenlete). Az intakt hatast altalaban nem ismerjiik, de kifejezhetjiik
a receptormiikddés egy egzakt modellje segitségével (az RRM kombinalt egyenlete). A Hill
egyenlet és az RRM alapegyenletének kombinécidja olyan dsszefiiggést eredményezett, ami
megfeleld E/c adatokra individualisan illesztve alkalmas a cx, globalis illesztés esetén pedig
a Cx ¢s a Hill paraméterek kisérletes E/c adatokbol valé meghatarozasara. Ennek megfelelden

az RRM kombinalt egyenletét az RRM modelljének nevezziik.

5.2. Az RRM tulajdonsagainak in silico vizsgalata

Assurons-nous bien du fait avant que de nous inquiéter de la cause.
Il est vrai que cette méthode est bien lente..., mais enfin nous
éviterons le ridicule d”avoir trouvé la cause de ce qui n'est point.
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Alaposan  gybz6djink, meg a tényr8l, mielStt az ok, miatt
aggodndnk, Ez a médszer lassii ugyan, de legaldbb elReriiljiik azt a
nevetséget, hogy olyasminek az oRdt taldljuk meg, ami nincs.

Bernard Le Bouyer de Fontenelle

Els6 szimulacids vizsgélatunk targya maga az RRM volt. Az RRM individualis
regresszidval valo alkalmazasa egy 3 vagy 4 konstanst (a 3 Hill paramétert vagy a 4 Richards-
féle paramétert), 2 valtozot (X: koncentracio, y: hatas) és 1 variabilis paramétert (Cx)
tartalmazo egyenlet illesztését jelenti egy olyan E/c gorbére, amit egyetlen figyelembe nem
vett agonista koncentracio, valamint tobb, a E/c gorbe felvétele soran beadott, figyelembe
vett agonista koncentracio egylittesen alakitott ki. Az RRM célja eredetileg a figyelembe nem
vett (igy a E/c gorbét ,torzitd”) koncentraci6 meghatirozasa a figyelembe vett (,teszt”)
koncentraciokra adott vélaszoknak a torzitatlan vélaszokhoz képesti eltérése alapjan.
Gyakorlati szempontbdl fontos kiillonbség van azon két eset kozott, amikor a torzitd
koncentracio és a teszt koncentracidk ugyanahhoz az agonistahoz tartoznak, illetve amikor
nem. Mér az ezt vizsgdld elsé szimulacionk elétt is reménykeltd volt azonban, hogy a
muszkarin receptor agonista metakolin torzitd koncentriciojat figyelemre mélto

pontossaggal sikeriilt meghatarozni A receptor agonista CPA-val, mint teszt agonistaval.

Elvi szinten megbizhatobbnak igérkezik a meghatdrozas, ha a torzitd és a teszt
agonista azonos, de a biologiai rendszer tulajdonsagai ekkor is hatassal lehetnek az
eredmények pontossagara. Kiilonbozo torzitd és teszt agonista esetében az RRM pontossagat
az agonistak eltéré tulajdonsagai is befolyasolhatjak. Elsé szimulacionk célja tehat a
kiilonb6z6 agonistak (illetve agonista-kombinaciok) és farmakologiai rendszerek hatasanak
vizsgalata volt az RRM alkalmazhatosagara. Az in silico modellezés elénye, hogy olcso és
igen tag hatarok kozé terjeszthetd ki. Hatranya, hogy a kiindulasi feltételezéseket (az ezeket
magukba foglalo egyenleteket) és az alkalmazott miiveleteket nagy koriiltekintéssel kell
megvalogatni. Kiilondsen igaz ez a sziikségszeri kiindulasi és menet kozben bevezetett

egyszerusitésekre €s elhanyagolasokra, amelyek ronthatjdk a szimulaci6é eredményességét.

Az agonistak és a rendszer tulajdonsagait az agonizmus operativ modelljének
segitségével definialtuk, mivel altalanos (gyakorlatilag mechanizmusfiiggetlen), kiilon kezeli
az affinitast (K) és a hatékonysagot (1), szimmetrikus és aszimmetrikus E/c gorbéket is
meghataroz (nop), tovabba van egy olyan kiterjesztése, ami ugyanazon receptor két kiilonb6z6
agonistajanak egyideji hatasat is figyelembe tudja venni. Az operativ modell egyik hibgja,
hogy nem tartalmazza a del Castillo-Katz sémat (vagy ennek valamely valtozatat), ami

megkiilonbozteti az agonista-receptor komplex két (egymassal egyensulyt tartd) formajat:
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ami funkcionalisan inaktiv receptort tartalmaz és amelyik aktivat. Az operativ modell masik
hibaja, hogy egyes paramétercinek bizonyos alland6 értékeken vald rogzitésével nem
vezethetd vissza egyszerilibb receptormiikodési modellekre. A jelen vizsgalatban az affinitast
az agonista-receptor komplex ekvilibrium disszociaciés konstansaként definialtuk
(,,mikroszkopos affinitas”), a -t pedig az agonista-receptor komplex kialakulasa utani 6sszes
(a receptor aktivacidjatol a mért hatasig tartd) esemény jellemzojeként. Ezzel athidaltuk az
operativ modellben rejlé hibalehetéséget, vagyis az affinitds és a jelerdsitd funkcid
Osszemosodasat, ami a modell gorbeillesztésre vald hasznalatakor jelentkezik (és ami miatt

az igy meghatarozott affinitas ,,makroszkopossa” valik).

Az operativ modellben szerepld paraméterek koziil a kovetkezdk voltak a legnagyobb
hatassal az RRM pontossagara: Chias, Nop €s T (kiilondsen a torzitd és a teszt agonista T aranya).
Az ngp fiziko-kémiai értelmezése nem konnyl (ezért egyes receptor modellek nem is
tartalmaznak ehhez hasonlé meredekségi tényezot), viszont latvanyosan befolyasolja a E/c
gorbék alakjat, koztiik a szimmetridjat. A Ka (affinitas) értékének semmilyen hatasa nem volt
az RRM-re. Mivel az En egyforman érintette a torzitd és a teszt agonista hatasait,

valtoztatasanak nem volt kiilondsebb jelentdsége a jelen szimulacioban.

Osszegezve: 1.) az RRM altalaban elég pontos becslést adott a cpias-1r6l akkor is, ha a
torzitd és a teszt agonista jelentsen kiilonbozott; 2.) negativ hatas értékeket felvevd E/c
gorbére az RRM modellje nem illeszthetd; 3.) az RRM illesztett fiiggvényének lefutasabol
valamelyest kovetkeztetni lehet az RRM becsléseinek megbizhatosagara.

Noha az nep 1-t6l kiilonb6z6 értékeinek az RRM becslési pontossagara kifejtett
kedvezdtlen hatdsa alapjan racionalis elképzelésnek latszott, hogy az RRM modelljébe az
aszimmetrikus fliggvényeket is jol kezeld Richards egyenletet épitsiik be, ennek kiprobalasa
nem hozott komoly javulast sem a becslési pontossagban, sem az RRM egyéb hibainak
kikiiszobolésében. Ez azt jelenti, hogy az RRM Hill egyenletet magaban foglalé modelljét

nincs ok lecserélni egy bonyolultabbra az aszimmetrikus E/c gorbék kedveéert.

Figyelembe véve az RRM ex vivo tesztelése és in silico elemzése soran szerzett
tapasztalatokat, az RRM alkalmazasanak feltételeit a kovetkezOképpen Osszegezhetjiik

(melyek teljesiilésének mértéke befolyasolja a modszer pontossagat):
1.) A hatasnak pontosan mérhetének kell lennie.

2.) A teszt agonista legyen stabil és jol penetrald, ezaltal koncentracioi legyenek

pontosan szamithatoak.

3.) A Cbias ne valtozzon a meghatarozas alatt.
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4.) Az Episs a teszt agonista torzitatlan E/c gorbéjén — szemilogaritmikus abrazolas
mellett — essen az also és felsé gorbiilet kozotti, kvazi linearis szakaszra. Ez a szakasz foglalja
magaba az adott receptor bioldgiai szerepe szempontjabol legfontosabb koncentracio-

tartomanyt.

5.) A meghatarozas alatt a receptorok érzékenysége ne valtozzon. Mivel agonista
(féleg full agonista) tartos expozicidja esetén a receptorok idével down-regulalodnak és/vagy
deszenzitizalodnak, az RRM alapvetden akut (esetleg szubakut) koncentracié-novekedés
becslésére alkalmas még az érzékenységiiket jol megtartd receptorok esetében is. Az Ai
receptor (szerencsénkre) a kimondottan lassan down-regulalodo illetve deszenzitizalodo

receptorok kozé tartozik.

6.) Ha a torzito és a teszt agonista nem azonos, farmakodinamias tulajdonsagaikban
hasonlitsanak egymasra. A minimadlis kdvetelményen (véltsanak ki legalabb egy kdzos hatédst
ugyanazokon a sejteken) tal emlitést érdemel, hogy a teszt agonista Emax-anak érdemes kozel
lennie a torzitd agonista Emax-dhoz az adott rendszerben. Ekkor ugyanis, ha az Epias a teszt
agonista torzitatlan E/c gorbéjének kozépso szakaszara esik, akkor a torzitd agonista sajat

torzitatlan E/c gorbéjén is a kzépsd szakaszra fog esni, ami ndveli a becslés pontossagat.

7.) Ha valasztani kell egy a torzitd agonistaénal kisebb illetve egy nagyobb
hataskivalto képességii (efficacy-jii) teszt agonista kozott, a kisebbet érdemes valasztani. A
teszt agonista efficacy-jének also hatarat az a jelenség jeldli ki, amikor a chias jelenlétében a
teszt agonista koncentraciofiiggd negativ hatast valt ki: ilyen E/c gorbére az RRM modellje

nem illesztheto.

5.3. Az RRM tulajdonsagainak ex vivo vizsgalata

Az RRM regresszios sajatossagaival foglalkozo két ex vivo vizsgalatunkban azonban
minden korabbi szokasunkat, igy a fentebb emlitett két feltevésiinket is leellendriztiik.
Célunk annak felderitése volt, hogy milyen illesztési modok és a gorbeillesztést végzo
szoftver milyen beallitasai mellett lesz a legjobb az RRM becsléseinek pontossaga és
precizitasa (megbizhatosaga). Emellett, az elobbiekhez képest kisebb sullyal, értékelési
szempont volt az RRM vizsgalt kivitelezési lehetéségeinek kényelmi szintje is. A regresszid

mikéntjét ezzel foglalkozo két vizsgalatunkban hat f6 dsszetevére bontottuk:

1) az algebrailag egyébként ekvivalens RRM modellek formai sajatossagai:

bonyolultabb (nincs benne osztas cx-Szel) vagy egyszeriibb (tartalmaz cx-szel valo osztast)
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2.) az intakt és a torzult E/c gorbék illesztésének kapcsoltsaga: kiilon (individualis

avagy lokalis regresszio) vagy egyszerre (globalis regresszio)

3.) globalis regresszid esetén az egyszerre illesztett modellek szama: egy modell
(csak az RRM modellje) vagy két modell (a Hill modell és az RRM modell)

4.) globalis regresszio esetén az egyszerre illesztett E/c gorbék szama: két E/c gorbe

(paronkénti mod) vagy ketténél tobb E/c gorbe (mindet-egyszerre mod)

5.) az egyes x értékhez tartozd Yy replikatumok eloszlasa: inkabb Gauss-féle
(hagyomanyos illesztés) vagy inkabb Lorentz-féle (robusztus illesztés)

6.) a kiilonboz6 x értékhez tartozo y replikatumok szorasa: azonos, vagyis a mért y
adatok homoszkedasztikusak (nem sulyozott illesztés) vagy eltérd, tehat az adatok
heteroszkedasztikusak (sulyozas).

Az RRM regresszios tulajdonsagaival foglalkozo két ex vivo vizsgalatunk E/c
gorbéihez harom agonista kertiilt felhasznalasra: NECA, CPA és CHA. A NECA A1 és A,
receptor agonista, a CPA és a CHA pedig szelektiv A1 receptor agonista. Mindharom
szintetikus vegyiilet az adenozinnal rosszabb szubsztratja az adenozinra specifikus
enzimeknek és carrier-eknek, ennek megfelelden féléletidejiik is lényegesen nagyobb. A
NECA, a CPA és a CHA hatasait kdzvetit0 posztreceptorialis jelatviteli utak ugyan azonosak,

ezek aktivaciojanak aranyai azonban valamelyest kiilonb6znek a harom agonista esetében.

Az RRM bemeneteként legalabb két (tipust) E/c-gorbe sziikséges: egy ,,intakt” E/c-
gorbe (vagyis egyszert, torzitatlan), ami megjeleniti az E/c-gorbék 1étrehozasahoz hasznalt
agonista hatasat az intakt valaszkészséggel rendelkez6 rendszerben, és egy ,,torzult” (vagyis
Osszetett, torzult), ami ugyanennek az agonistanak a hatdsit mutatja a csokkent
valaszkészségii rendszerben. Az RRM modelljét a torzult E/c gorbére kell illeszteni az intakt
E/c gorbében tarolt informacidk felhasznalasaval. Ezen informaciok atvitelének modja
kiilonbozteti meg az egyéni (lokalis) regressziot, az egymodelles globalis regressziot és a
kétmodelles globalis regressziot, mint az RRM kivitelezésének harom lehetdségét. Ezekben
a vizsgalatainkban egyik célunk az volt, hogy kideritsiik, ¢ harombdl melyik lehetdség az
optimalis az RRM-hez. Ezenkiviil a kétmodelles globalis illesztést alternativ lehetéségként
felhasznaltuk a logex jelentdségének tisztdzadsdhoz is az RRM modelljében (elsdsorban az

intakt E/c gorbék illesztése szempontjabol, lasd a késdbbiekben).

A regresszio — legalabbis nem-matematikusok szaméra — kiilonds sajatossaga, hogy
eltérd, de algebrailag ekvivalens kifejezések illesztése vezethet kiillonbozo eredményekre is.
Ebbdl logikusan kdvetkezden vizsgélataink masik célja annak feltarasa volt, hogy az RRM

modelljének egyszeriisitése javithatja-e az RRM teljesitményét. Mivel a vizsgalatunkban
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hasznalt egyszeriisités cx-szel valo osztast tartalmazott (mikdzben meg kellene engedni, hogy
a cx nulla is lehessen), az egyszeriibb modellel kapott eredmények tiikrozhetik mind az

egyszerlsités, mind a cx-szel valo osztas kovetkezményeit.

A kiilonb6zo, de algebrailag ekvivalens egyenletek altal szolgaltatott kiillonb6zo
eredményekkel Osszefiiggésben javasoltak, hogy a gorbeillesztésre szant modellekben a
lognormalis (Galton) eloszlast koveté paraméterek (pl. koncentracidé) 10-es alapu
logaritmusként szerepeljenek, hogy a regresszids paraméter értékéhez szimmetrikus CI-okat
lehessen kapni. Az RRM modelljében a torzitd koncentracié mint logaritmus (logcx) €s mint
numerusz (cx) egyarant kifejezhet, ami befolyasolhatja az illesztés eredményét. Mivel
azonban a vizsgalataink soran hasznalt gorbeillesztd szoftver az aszimmetrikus CI-kat is jol
kezelte, indokoltnak tlint ujra atgondolni, hogy a torzitd koncentracié melyik forméaja a jobb
illesztéshez. Vizsgalataink soran az RRM harom kiilonb6zd, de algebrailag egyenértékii
modelljét hasznaltuk annak feltdrasara, hogy a kovetkezd harom modositas milyen hatést
gyakorol az RRM pontossagara és precizitasara: 1) az RRM modelljének egyszeriisitése; 2)
cx-szel valo osztas az RRM modelljében (elvalaszthatatlan az egyszeriisitéstol); és 3) a torzitd

koncentracio formajanak megvaltoztatasa (cx vagy logcx) az RRM modelljében.

Az eddig emlitett regresszios modok kombinalhatok két tovabbi illesztési moddal, a
hagyomanyos és a robusztus regresszioval, amelyekkel figyelembe vehetd az adatpontok
szorasanak eloszlasa a kapott regresszios gorbe koriili. Ha ez az eloszlds normalis,
hagyomanyos illesztést érdemes alkalmazni, ha inkabb a Lorentz-féle eloszlashoz all kozel,
akkor robusztus regressziot. (A normalis és a Lorentz eloszlas egyébként a t-eloszlas két
sz€lsdsége a szabadsagi fokok szamdara vonatkozoan: eldbbi végtelen, utobbi 1 szabadsagi
fokkal bir.) Meg kell jegyezni, hogy a robusztus regresszio hasznalata informaciovesztéssel

jar, mivel nem teszi lehetdvé a precizitas meghatarozasat.

Amennyiben egynél tobb torzult E/c gorbe tartozik egy intakt E/c gorbéhez, és
globalis regressziot végziink, két, ebbdl a helyzetbdl ujonnan ad6do lehetéség is van az RRM
végrehajtasara: illeszthetjiik az 0sszes E/c gorbét egyszerre és illeszthetjiik paronként is oly
modon, hogy mindegyik torzult E/c gorbét kiilon az intakt E/c gérbével. Ez a két lehetdség

akar eltéré eredményekhez is vezethet.

Két ex vivo vizsgalatunk tanusaga szerint az RRM pontossaga altalaban elfogadhato
volt minden altalunk hasznalt regresszids maod €s bedllitas esetében. Ez alol a kovetkezd négy
eset jelentett kivételt: 1.) az illesztés stlyozasa; 2.) az RRM eredeti (nem egyszerisitett és cx-
et tartalmazo) modelljének az egymodelles globalis illesztése; 3.) az RRM egyszertisitett,
ugyanakkor cx-et tartalmazo modelljének az egymodelles globalis illesztése az intakt E/c

gorbékre; 4.) a legkisebb torzitdé koncentrdcid meghatarozasat célz6, mindet-egyszerre
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modon végrehajtott globalis illesztés. Ezekbdl a megfigyelésekbdl négy fontos kovetkeztetés

vonhato le:

1.) az RRM eredményei nem javithatoak az illesztés sulyozasaval (legalabbis 1/y? és
1/SD? médon nem)

2.) az RRM modelljében a cx inkabb hatrany, mint elony

3.) az RRM egyszeriibb modellje jobban hasznalhatd, mint a bonyolultabb, még

akkor is, ha a cx-szel valo osztas elméletileg problematikus

4.) a kis torzitdé koncentracid kihivast jelent az RRM szamara, kiilonosen mindet-

egyszerre technikaval végzett illesztés mellett. Ezt a négy esetet kdzelebbrdl megvizsgalva:

Ad 1.): Megallapithatd, hogy az altalanosan elfogadott nézet, miszerint biologiai
adatok elemzésekor az adatok homoszkedaszticitasabol érdemes kiindulni, megallja a helyét
a mi ex vivo kisérleti rendszeriink altal szolgaltatott adatok esetében is. Ebbdl kovetkezéen

az RRM hasznalatakor az els6ként valasztando megkozelités a stilyozas nélkiili illesztés.

Ad 2.): Az elsé idevagd vizsgalatban felvetett hipotézissel szemben az RRM
modelljében a cx (a logcx helyett) nem javitotta sem a becslés pontossagat, sem a
megbizhatosagat. Eppen ellenkezéleg, tobb esetben a cx hasznalata rontotta a pontossagot
azaltal, hogy a regresszio sordn novelte az egyes paraméterek kozotti korrelaciot. Az RRM
hibai tehat nem a logex hasznalatabol fakadnak, noha ez egyébként elvi akadalya a nulla érték
meghatarozasanak az intakt E/c gorbék esetében. Ezt a kovetkeztetést timogatja, hogy a
kétmodelles globalis regresszi6 sem javitotta az RRM pontossagat sem az egymodelles
globalis illesztéshez, sem az individudlis illesztéshez képest, jollehet ez bizonyult harmuk

koziil a legmegbizhatobbnak.

Ad 3.): A becslés soran tapasztalt egyes problémak az RRM modell viszonylagos
bonyolultsdganak kovetkezményei lehetnek, amelyek még az egyszeriisitett és teljesen
logaritmikus modellt is érintik. Altaldnossagban minél osszetettebb egy regresszios modell,
annal nagyobb foku korrelacioé 1éphet fel a modell egyes paraméterei kozott. Eredményeink
ezzel 0sszhangban azt mutattak, hogy az RRM esetében is a lehetd legegyszeriibb modellt

érdemes hasznalni.

Ad 4.): Ez a kovetkeztetés 6sszhangban van azon korabbi in silico tapasztalatunkkal,
miszerint a tal kis és a tal nagy koncentraciok csak jelentds pontatlansaggal becsiilhetok meg
az RRM-mel. Egy torzito koncentracio akkor tekinthetd kicsinek illetve nagynak, ha az altala
kivaltott hatas (Ex) Kicsi illetve nagy a E/c gorbékhez hasznalt agonista maximalis hatasahoz
képest. Ketténél tobb E/c gorbe esetében a globalis regresszid pontossaga és megbizhatosaga

Iényegesen javithato a megfeleld E/c gorbék paronkeénti illesztésével, ami kiilondsen igaz kis
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torzitd koncentraciok esetén. Emiatt a legtobb esetben tapasztalhatd pontos becslés és a
konnyii hasznalhatosag ellenére sem javasoljuk a globalis illesztést egyszerre ketténél tobb
E/c gorbére. Ezzel 6sszhangban a globalis regresszioval kapott eredmények koziil itt azokat
mutattam be, amelyeket paronkénti illesztési technikaval kaptunk (hacsak masképp nem

jeleztem).

Ami a regresszid tovabbi modjait illeti, pontossag szempontjabol az individualis
illesztés bizonyult a legjobbnak, amit szorosan kdvetett a globalis illesztés (ha a modell logex-
et tartalmaz, az egyszerre illesztett modellek szamatol fiiggetleniil). A megbizhatosag
szempontjabol viszont a kétmodelles globalis illesztés volt a legjobb, amit szorosan kovetett
az individualis illesztés, tavolabbrol pedig az egymodelles globdlis illesztés. A kényelmes
kezelhetdség szempontjabdl az egymodelles globalis regresszid volt a legjobb, ezt kovette a
kozepesen bonyolult kétmodelles globalis illesztés, majd a legbonyolultabb individudlis

illesztés.

Az egymodelles globalis regresszid bizonytalansagat latvanyosan mutatta, hogy sem
konfidencia intervallumokat, sem konfidencia illetve eldrejelzési savokat nem lehetett kapni
az eredményekhez. E bizonytalansag forrdsa az lehet, hogy az intakt E/c gorbék illesztése
soran a torzitd koncentraciot becslé paraméter (logex vagy cx) nagymértékben fiiggott a tobbi
paramétertdl (jelentds korrelacio volt kozottiik). A masik eset, amikor hasonldan nagy
paraméter korrelacid fordult eld, a legkisebb torzitd koncentracidé meghatarozasara tett
kisérletet volt mindet-egyszerre tipust illesztéssel (ami mindkét globalis illesztési technikat

egyarant sujtotta).

Az individudlis illesztés mellett sz0l az is, hogy ez tamasztja a legkevesebb
kovetelményt az alkalmazott gorbeillesztd szoftverrel szemben. Ha a Hill paramétereket nem
lehet szoftveresen konstans értékekre rogziteni, akkor ezek az értékek egyszerlien beirhatok
az RRM modelljébe ¢s az igy individualizalt modell kertilhet illesztésre. A mai, komoly
képességekkel rendelkezd szoftverek mellett természetesen ez az elény mar kisebb

jelentéséggel bir.

A stlyozas pontossagot, sot az illesztés megvalosithatosagat is kedvezdtleniil érintd
hatasatol eltekintve az RRM kiilonféle kivitelezési lehetdségei kozott a legtdbb kiilonbség a
megbizhatdsag és a hasznélat kényelme terén mutatkozott meg. Ennek megfelelden a
hagyoméanyos és a robusztus regresszid kozotti valasztasnak mérsékelt hatasa volt
vizsgalatainkban, hiszen a robusztus regresszio nem tette lehetévé a regresszids paraméterek
konfidencia intervallumainak €s a regresszios fliggvények konfidencia- illetve elérejelzési
savjainak kvantifikalasat, a gorbeillesztés kényelmét pedig természetszertileg egyaltalan nem

befolyasolta. A robusztus regresszio pontossagra gyakorolt kis (noha tobb esetben is pozitiv)
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hatasabol kiindulva ugyanakkor megallapithatjuk, hogy a multikauzalis meghatarozottsaga
biologiai adatok normalis eloszlasanak megszokott feltételezése a mi ex vivo kisérleti
adataink esetében is helytallo. Ennek megfeleléen az RRM alkalmazasakor tovabbra is a

hagyomanyos (ordinary least-squares) regresszio valasztando elséként.

Amennyiben a logcx egyszerd, torzitatlan E/c gérbékre valo illesztésének, tovabba az
RRM modellben a cx-szel valé osztasnak sincs zavard hatasa az RRM eredményeire, a
modszer alkalmanként tapasztalhaté pontatlansdganak okait mashol kell keresniink. Az itt
targyalt ex vivo vizsgalatoknak ugyan nem képezte a targyat, de a teljesség kedvéért érdemes
megjegyezni, hogy az RRM E/c gorbéihez hasznalt agonista és a torzitd agonista
kiilonboz6sége is kockazatot rejt magaban az RRM pontossagat és megbizhatosagat illetéen.
Ennek talan az lehet az oka, hogy az RRM modellje (a gyakorlati alkalmazas megkonnyitése

érdekében) elméleti szempontbol tilegyszerisitettnek tekinthetd.

Az optimalis modellt, tovabba illesztési modokat és beallitdsokat keresdé két

vizsgalatunk eredményei alapjan az RRM alkalmazasat a kovetkez6képpen javasoljuk:
1.) az egyszerisitett és logex-et tartalmazo (tehat teljesen logaritmikus) modellel

2.) kétmodelles globalis illesztéssel, esetleg individualis illesztéssel (ellenérzésként

akar mindkettovel)

3.) kettonél tobb Osszetartozd E/c gorbét (globalis illesztés esetén) paronkénti

moddon (ahol az egyik gorbe természetesen mindig az egyszert, torzitatlan E/c gorbe)

4.) a legkisebb négyzetek modszerén alapuld hagyomanyos regresszioval, kevésbé

preciz adatok esetében esetleg robusztus regresszioval (ellendrzésképpen mindkettovel)

5.) az illesztés sulyozasa nélkiil.
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6. A nukleozid transzport gatlasanak hatasa eu- és

hyperthyreoid tengerimalac bal pitvaron

Az interstitium adenozin koncentracidja kiemelt jelent6séggel bir a szivizom
ischaemiaval  (illetve  gyakorlatilag  barmilyen  eredetii  stresszel)  Szembeni
védekezoképessége szempontjabol. Az interstitialis adenozin-szint becslésére a jelenleg
vagy a regionalis artérias és vénas adenozin-szint kiilonbségének meghatarozasan alapulnak.
Az igy kapott becslések legkevesebb két nagysagrendre terjednek ki erésen modszerfiiggd
modon, ami 4j mérémodszer Kifejlesztésének sziikségességét mutatja. Féleg a sejtfelszini Ax
receptorok kozelében mérheté adenozin koncentracié lenne hasznos informacio, mivel ennek

van a legnagyobb a jelentdsége a sziv ischaemiaval szembeni védelme szempontjabol.

Kielégito oxigén- és tapanyagkinalat mellett az adenozin transzport gatlasa noveli az
interstitialis adenozin-szintet és igy a kardioprotektiv hatasu. Ezzel szemben ischaemiaban
az adenozin transzport gatlok tovabb ronthatjak a helyzetet, mivel akadalyozzak az adenozin
kijutasat a sejtekbol. Az interstitialis adenozin-szint meghatarozasanak er6s modszerfiiggése
miatt azonban a nukleozid transzport gatlok adenozin koncentraciora kifejtett hatasat nehéz

megitélni, foleg Gsszehasonlitasra is alkalmas modon.

Moadszeriink, az RRM nincs hasznunkra a nyugalmi interstitialis adenozin-szint
meghatarozasaban, alkalmas azonban az ebben jelentkezd akut valtozéas kimutatasara, igaz,
egy helyettesité mutato révén, ami esetiinkben az ekvieffektiv CPA koncentracio (cx). A Cx
értékek segitségével jol 6sszehasonlithato a kiilonbdzd hatterli preparatumokon a kiilonb6zo
nukleozid transzport gatlok hatdsa az interstitialis adenozin-szintre. Az egyes cx értékek
természetesen még egyetlen pitvar esetében is atlagként értelmezenddk, mivel a pitvarok elég
nagyok ahhoz, hogy az interstitialis adenozin koncentracié ndvekedése inhomogén legyen a
preparatumokon beliil. A kapott cx értékek azonban egyediilalléak abban, hogy az adenozin
szoveti kompartmentben, ami nagy jelentdségii a sziv ischaemidval szembeni védekezése

szempontjabol, és ami mas méromodszerrel nehezen megkdzelithetd és vizsgalhato.

A nem nukleozid szerkezeti dipyridamol és a nukleozid analog NBTI kozos
tulajdonsaga, hogy hatékonyan gatoljak a sejtmembran ENT1 tipusa nukleozid
transzporterét. Mivel ép metabolizmust szivben az ered6é adenozin aramlas az interstitium
feldl a sejtek belsejébe torténik, a dipyridamol és az NBTI hatasat a kontrakcids erére és a
CPA-ra adott valaszra a nukleozid transzport gatlas miatti interstitialis adenozin-szint
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emelkedésnek tulajdonitjuk. A tobblet interstitialis adenozin ugyanis a myocardialis Az
receptorok ingerlésével negativ inotrop hatast fejt ki, ami altal elhasznalja az A1 receptorok
negativ inotrop kapacitasanak egy részét, igy az ezutan felvett CPA E/c gorbe kisebb valaszt
tiikroz.

Az RRM becslése szerint 10 pmol/l NBTI nagyobb mértékben megemelte az
interstitialis adenozin-szintet az izolalt tengerimalac bal pitvarok A receptorainak
mikrokornyezetében, mint 10 pmol/l dipyridamol. A két nukleozid transzport gatlo hatasa
kozott mas érdekes kiilonbség is mutatkozik. A dipyridamol 1ényegesen kevésbé csokkentette
a nyugalmi kontrakcios er6t, mint az NBTI, viszont az NBTI-nél alig kevésbé csokkentette a
CPA-ra adott direkt negativ inotrop valaszt. Ez azzal fligghet 0ssze, hogy a dipyridamol
kevésbé szelektiv, mint az NBTI, vagyis mas hatasokat is kifejt a nukleozid transzport
blokadon tul, pl. gatol tobb cAMP illetve c¢cGMP bonto 3°,5’-ciklikus nukleotid
foszfodiészterazt (PDES, PDE7, PDES, PDE10, PDE11), mely hatdsa a szivben altalaban 1
umol/l koncentraci6 felett jelentkezik. A dipyridamol gatolja az ADA-t is, tovabba fokozza
a hosszll szénlancu zsirsavak felvételét a cardiomyocytakba, ami mind nem jellemz6 az
NBTI-re.

Az in vivo kezeletlen tengerimalacokon végzett kisérleteink alapjan tehat a kovetkez6

megallapitasokat tehetjiik:

1.) A (vizsgalat idején ujnak szamitd irodalmi elézmények keltette) varakozasnak
megfelelden az ENT1 gatlasa (10 umol/l NBTI szinte teljes ENT1 gatlast hoz létre) izolalt
tengerimalac bal pitvaron novelte az interstitialis adenozin koncentraciot, kb. 15-20 nmol/I

CPA direkt negativ inotrop hatasat 1étrehozni képes tobbletet produkalva.

2.) A meghatarozando torzit6 agonistatol eltérd teszt agonista alkalmazasa az RRM
soran nem aranytartd helyettesitd mutatot (Cx) szolgaltat, de a nagyobb cx mindig a torzito
mas okbol nehezen mérhetd) torzitd agonista esetében megfontolasra érdemes lemondani az
abszolut koncentraciovaltozas meghatarozasarol és relativ jellemzot hasznalni (melyre az

RRM a cx értéket kinalja).

3.) Az NBTI alkalmasabb az nukleozid transzport gatlas tanulmanyozasara, mint a
kevésbé szelektiv dipyridamol.

Az in vivo Ts-kezelt allatokon végzett kisérleteinkbdl levonhato kdvetkeztetéseink:

1.) Hyperthyreoid pitvarizomzaton az ENT1 szinte teljes gatlasa nagyobb
interstitialis adenozin koncentracié tobbletet hoz 1étre, mint euthyreoidon (utébbi kb.

kétszeresét, legalabbis a helyettesitd paraméter tekintetében). Ez azt is magaban foglalja,
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hogy a hyperthyreosis nem valtoztatja meg a nukleozid transzport euthyreoid allapotban
megfigyelt iranyat (kiviilrél a sejtbe) tengerimalac pitvaron.

2.) Az ADA csokkentette az NBTI hatasat mind a nyugalmi kontrakcios erére, mind
a CPA-ra adott vélaszra. Relative nagy molekulamérete miatt az ADA nem jut at a
szarkolemman, ezért az exogén ADA csak az extracellularis adenozint képes atalakitani
inozinna, mely utdbbi inotrép hatasa a mi rendszeriinkben elhanyagolhaté az adenozinéhoz
képest. Az ADA emellett nem bontja a CPA-t. Ezek alapjan az ADA viselkedése megerdsiti
az interstitialis adenozin felhalmozodasat, mint magyarazatot, az ENT1 gatlo NBTI inotrop

hatasara.

Az ENT1 gatlas okozta tobblet interstitialis adenozin koncentracié CPA egyenértéke
mintegy kétszeres volt a hyperthyreoid pitvarokon az euthyreoidokhoz képest. Ez arra utal,
hogy a cardiomyocytakba iranyuld, ENT1-en keresztiili, intakt adenozin transzport mértéke
né a T4 kezelés hatasara a kelléen oxigenalt tengerimalac pitvari myocardiumon. A fokozott
transzport hozzajarulhat a hyperthyreoid szivizom gyengiilt adenozinra adott valaszahoz, oly
modon, hogy csokkenti az interstitialis adenozin és a sejtfelszini adenozin receptorok

kapcsolodéasanak esélyét.

Az ENT1-en keresztiili adenozin transzport fokozodasat elméletileg a kovetkezd
valtozasok okozhatjak hyperthyreosisban: 1. nagyobb extracellularis adenozin termelés; 2.
nagyobb intracellularis adenozin eliminacid; 3. a nukleozid transzport kapacitasanak

novekedése; 4. a teljes nukleozid transzportban az ENT1 nagyobb részvétele.

Ezek a lehetdségek 0sszhangban allnak egyes korabbi eredményekkel. Hyperthyreoid
patkany szivben nétt az ekto-5’-nukleotidaz (az interstitialis adenozin termelés f6 enzime)
expresszioja és aktivitasa, novekedett az adenozin kindz (az intracellularis adenozin
Ujrahasznositas kulcsenzime) aktivitasa is, ezzel Osszhangban az adenozin transzport

maximalis kapacitdsat is nagyobbnak taléaltak.

Az RRM evidenciat szolgaltatott arra, hogy megfeleld energiaellatds mellett a
nukleozid transzport gatlas az A; receptorok fokozott aktivacidjahoz vezet mind az eu-, mind
a hyperthyreoid pitvarokon, emellett ez az aktivacié nagyobb a hyperthyreoid pitvarokon.
Mivel az A1 receptorok és az altaluk inicialt folyamatok a legtobb fajban meghatarozo részei
a sziv ischaemiaval szembeni védekezésének, a nukleozid transzport gatlok fontos szerepet
jatszhatnak a sziv ischaemids karosoddsanak megel6zésében. Mivel ischaemidban az
adenozin transzport akadalyozasa mar csokkenti az interstitialis adenozin-szintet, a nukleozid
transzport gatlok elézetes (még az ischaemiat megel6zd) edzés formajaban lehetnek

hasznosak (farmakologiai prekondicionalas), ugy viszont hyperthyreosisban is.
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7. Az RRM felhasznalasa az adenozinra vonatkozo A;
receptor rezerv megbecslésére és az FSCPX egy

korabban ismeretlen tulajdonsaganak felderitésére

Ducunt volentem fata, nolentem trahunt
A sors az elfogaddt vezeti, a szembeszegiilGt vonszolja

Lucius Annaeus Seneca

A szivmikddést kordbban mar szamos alkalommal modellezték kiilonb6zd
szempontok alapjan in silico, ex vivo és in vivo. In silico vizsgalataink masodik és harmadik
szimulacidja, tovabba idevago ex vivo vizsgalatunk a tengerimalac bal pitvari munkaizomzat
adenozin homeosztdzisat és ezzel Osszefliggésben a kontraktilitds A1 receptor mediélta

szabalyozasat igyekezett jobban megérteni.

A masodik és a harmadik szimulacid soran a cél két ex vivo munkank eredményeinek
in silico reprodukalasa volt. Ehhez olyan in silico modellt fejlesztettiink, amelynek
tulajdonsagai (vagyis a kivalasztott ex vivo rendszerre vonatkozé feltételezései) lehetové
teszik az in silico E/c gorbéknek az ex vivo E/c gérbékhez valdo minél nagyobb hasonlosagat.

Ennek sikeres kivitelezése az ex vivo rendszerre vonatkozo feltételezések igazat bizonyitja.

Idevagd ex vivo vizsgalatunk két korabbi ex vivo munkank protokolljait fejlesztette
tovabb a masodik szimul4cio tapasztalatai alapjan az utdbbi altal felvetett problémak

nyomaba eredve, hogy azutan a kiindulésat képezze a harmadik szimulacidnak.

Masodik szimulacionk soran felvetettiik, hogy az RRM-et is magaba foglalo
kvalitativ receptor rezerv meghataroz6 modszeriink eredetileg publikalt formdaja, amikor az
adenozinra vonatkoz6 Ai receptor rezervet FSCPX és NBTI egyiittes alkalmazasaval
hataroztuk meg vele, talbecsiilhette a receptor rezervet. Ennek lehetséges okaként eldszor azt
hoztuk gyanuba, hogy az FSCPX elékezelés csokkenti az NBTI hatasait, majd ezt finomitva
azt, hogy az FSCPX el6kezelés csokkenti azt a hatast, amelyet az NBTI az endogén adenozin
interstitialis szintjének novelésén keresztiil fejt ki. A masodik szimulacié soran kidolgoztuk
ennek a hibanak a kikiisz6bolési lehet6ségét, amelyet aztan ex vivo kiprobaltunk, és végiil a
harmadik szimulacié soran megerdsitettiink. Ezen vizsgalataink soran egyrészt igazoltuk,
hogy moddszeriink a rovid felezési idejii adenozinra vonatkozoan is képes megbizhatd

informaciot adni az Ai receptor rezervrdl, masrészt valoszinisitettiink, majd indirekte
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bizonyitottunk egy, az adenozin homeosztazist érintd interakciot az FSCPX és az NBTI
kozott.

Kvalitativ receptor rezerv meghatarozé modszeriink jelentéségét az adja, hogy az
alapkutatas és a gyogyszerfejlesztés szempontjabdl is fontos a E/c Osszefliggések pontos
feltarasa minden igéretes receptor agonista esetében, beleértve a rovid felezési idejiieket is.
Lényeges ugyanis ezen vegyiiletek hataskivaltdo képességének ismerete a kiilonbozo
szovetekben ¢€s a kiillonb6zd hatasokra nézve, amelyr6l a receptor rezerv hasznos informéaciot
ad. A rovid felezési idejli agonistak vizsgalata ugyanakkor komoly kihivas, mivel ezek
koncentracioja nehezebben mérhetd, emellett legalabb annyira fiigg az endogén disztributiv
és eliminacios folyamatoktol, mint a kiilsé beavatkozasoktol. Ez a tapasztalat az adenozin
esetében is, ami gatjat képezi az adenozinra vonatkozo adenozin receptor rezerv értékek

kvantitativ meghatdrozésanak.

Masodik szimulacids vizsgalatunkba eredetileg azért fogtunk bele, hogy ellendrizziik
kvalitativ receptor rezerv meghataroz6 moddszeriink eredeti forméajanak megbizhatosagat az
adenozin altal kivaltott direkt negativ inotrop hatasra vonatkozo A1 receptor rezerv becslése
kapcsan. Ennek soran a pitvari myocardium adenozin transzportjanak és a pitvari A receptor
inotrop mitkodésének modellezése révén reprodukaltuk egy korabbi ex vivo vizsgalatunk
adenozin és CPA E/c gorbéit, melynek alapjan a receptor rezervet az el6z6 munkdinkban leirt
modon becsiiltiikk meg. Ekozben jutottunk arra a felismerésre, hogy az FSCPX-eldkezelt €s
egyben NBTI-kezelt E/c gorbék lefutasat akkor tudjuk a legjobban utanozni, ha feltételezziik,
hogy az FSCPX eldkezeles gyengiti az NBTI hatasat a E/c gorbékre.

Nyomban felmeriilt a kérdés, hogy milyen mechanizmussal johet létre az FSCPX és
az NBTI interakcioja. A masodik szimulacios vizsgalatunk idején azt vetettiink fel, hogy az
adenozin kotohellyel, akarcsak az Ai receptor), ami csOkkenti annak érzékenységét az
adenozin-analog NBTI gatld hatasaval szemben (vagyis az FSCPX irreverzibilis
antagonistaként viselkedne az ENT1 NBTI kotohelyén is, mikozben az adenozin
transzportjat nem zavarja meg). Nem zartunk ki mas (kevésbé valdszinil) lehetdségeket sem,
pl. hogy az FSCPX gyengén serkenthet mas nukleozid transzportereket (mondjuk az ENT2-

t), ami nem feltlind addig, amig az ENT1 miikddése dominal.

A probléma tovabbi vizsgalatahoz sziikségesnek lattuk egy ex vivo FSCPX+NBTI-
kezelt CPA E/c gorbe felvételét és RRM-mel valo elemzését, amelyre a kovetkezd ex vivo

vizsgalatunk sordn kertilt sor. Kimutattuk, hogy izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvaron az

crer

CPA egyenértéke (cx) a 15-20-ad részére esik vissza FSCPX eldkezelés utan. Kvalitativ
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receptor rezerv meghataroz6 modszeriink ezt figyelembe vevo, javitott forméjat hasznalva az
A1 receptor rezervet ugyanugy nagynak talaltuk az adenozin direkt negativ hatadsara nézve.

Ezeket az eredményeket harmadik szimulacids vizsgalatunkban ellendriztiik le.

A harmadik szimulacié tanulsagai alapjan a pontositani tudtuk kovetkeztetéseinket.
Bebizonyosodott, hogy az FSCPX+NBT I-kezelt adenozin E/c gorbe feliilkerekedése a tisztan
NBTI-vel kezelt adenozin E/c gorbén — bizonyos formaban — szimulalhaté az operativ modell
Em paraméterének csokkentésével is. Ebbdl kovetkezden az FSCPX+NBTI-kezelt adenozin
E/c gorbék paradox lefutasa csak utal az FSCPX és NBTI kozotti interakciora, de onmagaban
nem igazolja azt. Az operativ modellben egyébként az Em a receptor jelerdsitd képességét
jellemzi, és mint ilyen, az adott rendszerben kivalthatdé maximalis hatdst mutatja. A mi
rendszeriinkben az Em = 100 a jelerdsité képesség abszolut maximumat jelzi, mivel ex vivo
E/c gorbéink hatas értéke a kiindulasi kontrakcios erd szdzalékos csokkenése, a kontrakcids
eré pedig nem lehet 0-nal kisebb. Ez 6sszefiiggésben lehet azzal, hogy szimulacionkban az
Em értéke (marmint annak 100 vagy annal kisebb volta) igen markansan befolyasolta az in
silico E/c gorbék viselkedését.

Az ex vivo vizsgalatban az FSCPX el6kezelés (szerencsés modon) korabban nem
tapasztalt mértékben nagy csokkenést okozott az endogén adenozin NBTI altali interstitialis
feltételezésével sikeriilt reprodukalni a harmadik szimuldci6 4. modelljében. A harmadik
szimulacid 4. modelljének eredeti formdja abbol indult ki, hogy az interakci6 csak az endogén
hogy az interakcidban érintett mind az endogén, mind az exogén adenozin szintje, ezt a
feltételezést Gjra megvizsgaltuk a 4. modellben is (2. varidns). A 4. modell €és annak 2.
variansa is jobban utanozta az ex vivo E/c gorbék viselkedését, mint az interakciot nem
feltételez6 3. modell, a 4. modell eredeti valtozata azonban még a 2. varidnsnal is
valosaghiibb volt. Ez azt tamasztja ala, hogy az FSCPX csak az NBTI endogén adenozinra
kifejtett hatasat gatolja. Ez a legegyszeriibben gy képzelhetd el, hogy az FSCPX csokkenti
a szivizomban a fiziologias interstitialis adenozin-szintet, igy csokken a befelé¢ iranyuld

adenozin transzport, melynek kovetkeztében az NBTI az (egyébként intakt) ENT1 gatlasaval

crer

Az FSCPX interstitialis adenozin-szintet csokkentd sajatossaganak feltételezése
kapcsan meg kellett tudnunk magyarazni azt is, hogy a kontroll és a kizarélag FSCPX-kezelt
E/c gorbék Osszehasonlitdsakor miért nem azonosithatd olyan eltérés, melynek alapjan ez a
koncepcid mdar kordbban felmeriilhetett volna. Ennek oka az lehet, hogy fiziologias

koriilmények kozott az endogén adenozin interstitialis koncentracidja nem éri el azt a szintet
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a szivizomban, ami észrevehetd hatdst gyakorolna a kontroll E/c gorbékre. Ennek
csOkkentése észrevétlen marad az A1 receptor agonistak E/c gorbéin. Ez a hatds akkor valhat
észrevehetdve, amikor olyan kezelést alkalmazunk, ami az endogén adenozin interstitialis
adenozin-szint novekedése atlépi a myocardium Aj receptorainak ,,detektalasi kiiszobét”,

tehat feltiinhet a ndvekedés kisebb volta az FSCPX eldkezelés utan.

Az FSCPX, mint adenozin analog, elméletileg tobb olyan makromolekula
kotohelyéhez is kapcsolddhat, amelyek részt vesznek az adenozin (vagy akar mdas purin-
szarmaz€k) metabolizmusdban és/vagy transzportjdban (Ai receptor antagonistaként
hangsulyozott szelektivitdsa ugyanis elsGsorban arra vonatkozik, hogy madas adenozin
receptorok irant kicsi az affinitdsa). Az FSCPX interstitialis adenozin-szintet csdkkentd
tulajdonsaganak hatterében — a legkézenfekvobb lehetdséget feltételezve — az interstitialis
adenozin el6allitasaban résztvevd enzimek valamelyikének gatldsa allhat. Az ekto-apiraz
(CD39) és az cekto-5’-nukleotidaz (CD73) amellett, hogy immunolédgiai jelentOségii
lymphocyta sejtfelszini markerek, az interstitium adenozin termelésének legfontosabb

enzimjei sok szévetben, koztiikk a myocardiumban is.

Az FSCPX 0j hatdsmechanizmust sugalld viselkedésének értelmezéséhez érdemes
figyelembe venni, hogy amikor vizsgalatainkban az NBTI a rendszerbe keriilt, az FSCPX
mar nem volt jelen (legaldbbis vizben oldott formaban). Az irreverzibilis ligandok (mint
amilyennek az FSCPX-et is tartjak) felhasznalasakor az adott agens el nem reagalt részét
altalaban kimossak (ahogy mi is tettiik). Mivel az FSCPX egyrészt er0sen lipofil, masrészt
vizes kozegben gyorsan (percek alatt) elbomlik, felvethetd, hogy az a frakcigja felelds a
hatasaiért, amelyik a beadés utan rovid idon beliil beoldddik a biologiai membranok képezte
lipidfazisba. Ebben a viztdl védett kdzegben az FSCPX hosszi ideig megmaradhat ¢€s
molekularis célpontjait is innen érheti el. Eszerint az FSCPX célpontjai elsésorban
membrankotott molekulak lehetnek. A CD39 és a CD73 membrankotott fehérjék, akarcsak
az Aq receptor, tehat ex vivo és in vivo is jol megkozelithetéek lehetnek a sejtmembranba
penetralt FSCPX szamara. Mindent Osszevetve, ex Vivo vizsgalatunk és harmadik
szimulacionk eredményeit j0l magyardzza az a hipotézisiink, miszerint az FSCPX gatol egy,
esetleg tobb, az interstitialis adenozin termelésben résztvevd, a sejtfelszini membranhoz

kotott enzimet.

Harmadik in silico vizsgalatunk eredményei 6sszhangban allnak azokkal a kisérleti
eredményekkel is, melyek szerint a szivben tobbféle nukleozid transzporter miikodik az

ekvilibrativ és NBTI-szenzitiv ENT1-en kiviil. Erre utal, hogy a 4. modell alapvaltozata
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jobban reprodukalja a szimulalando ex vivo eredményeket, mint a 4. modell 1. variansa.
Eszerint az NBTI altali ENT1 blokad nem sziinteti meg teljesen a befelé iranyulod
transzmembran adenozin transzportot a szimulalt rendszerben, vagyis a tengerimalac bal

pitvari myocardiumban.

Az egyszerliség kedvéért a harmadik in silico vizsgalat 4. modellje a CPA ¢és az
adenozin kozott csak egyetlen kiilonbséget tételezett fel, azt, hogy a CPA-t nem érinti a
folyamatos ¢és befel¢ iranyuld transzport, mig az adenozint igen. Ez a feltételezés
Osszhangban van a CPA és az adenozin nativ ex vivo E/c gérbéinek kiilonbségével, melynek
oka, hogy a szintetikus CPA az adenozinhoz képest joval ellenallobb az adenozint atalakito,
jorészt intracellularis enzimeknek. Ebbdl kovetkezOen a CPA-nak mind az intracellularis

eliminacidja, mind a membranon keresztiili transzportja elhanyagolhato.

Az FSCPX ¢és az NBTI interakciojat illetden eredményeinket a kdvetkezdképpen
foglalhatjuk Ossze. Munkacsoportunk el6szor 2013-ban irta le, hogy tengerimalac bal
pitvaron az FSCPX eldkezelés utan alkalmazott NBTI kezelés noveli az adenozin E/c gorbe
maximumat a csak NBTI-kezelt adenozin E/c goérbéhez képest. Harmadik in silico
vizsgalatunk szerint ez a paradox interakcid két additiv, de egymastdl fiiggetlen jelenségre
vezethetd vissza. Az egyik az RRM alapjat is képezo jelenség, miszerint az interstitialis
adenozin tobblet hatasa az adenozin (hagyomanyos modon felvett) E/c gorbéjére attol fiigg,
hogy az adenozin a E/c gorbe felvétele elott halmozodott-e fel (ekkor jellemzéen endogén
eredetll), vagy pedig a E/c gorbe felvétele soran beadott adenozin csdkkent bomlasa miatt
maradt-e vissza (vagyis exogén eredeti). EI6bbi esetben az adenozin tébblet (hagyomanyos
kiértékelés mellett) deprimalja és jobbra tolja az adenozin E/c gorbét, utdbbi esetben viszont
balra (rendszerint enyhe Emax csokkentéssel). Ezt, mint lehetséges okot, a munkacsoport mar
korabban is felvetette. A masik jelenséget, az FSCPX Aj receptortdl fiiggetlen befolyasat az
NBTI hatasara, a munkacsoport eldszér a masodik in silico vizsgalat eredményei alapjan
hozta gyantba, majd egy ezt kdvetd ex vivo vizsgalat soran fogalmazta Gjra. Ez azt jelenteti,
hogy mig a masodik szimulacid alapjan elképzelhetonek tlint az NBTI minden hatdsanak
FSCPX altali gétlasa, addig késobb az NBTI-nek mar csak az endogén adenozinra kifejtett
hatasa (illetve annak gatlasa) johetett realisan szoba. A harmadik in silico vizsgalat
megerdsitette ez utobbi feltételezést, vagyis azt, hogy az FSCPX az A1 receptor gatlasan tual

az endogén adenozin NBTT altali akkumulaciojat is gatolja.
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8. Osszefoglalas

A munkacsoportunk altal kifejlesztett receptorialis valaszkészség modszer (RRM)
egy egyszerll (vagyis nem tobbszords) nemlinedris regresszion alapuld eljaras, melynek
modellje két valtozot (c vagy logc, valamint E’) és legalabb egy variabilis paramétert (Cx
vagy logcx) tartalmaz. A ¢ egy E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonista koncentracidja (a
logc ennek logaritmusa), mig az E’ az a hatas, amelyet részben (!) ez a ¢ valt ki egy bioldgiai
rendszerben. Ami a kotelez6 variabilis paramétert (Cx vagy logcx) illeti, ennek legtagabb
értelemben vett szerepe az, hogy szadmszerisitsen valamit, ami (a E/c gorbe felvételét
megeldzden) csokkentette az adott biologiai rendszer (E/c gorbével detektalhato)
valaszkészségét. Ezt a szdmszerlsitést az RRM a gorbefelvételhez hasznalt agonista azon
valaszkészségében, mint az eredeti kivaltd tényezd. Egyszerli esetben a szamszerlsitendd
»valami” egy agonista (az un. ,,torzitd agonista) egyetlen, allandé koncentracidja (melynek
kvantifikalasa tehat az RRM célja). A legegyszeriibb esetben pedig az RRM-hez hasznalt

agonista és a torzitd agonista azonos, ekkor az RRM kdzvetleniil becsiili meg a torzitd

crer

Noha az RRM egy eredendden lineéris problémaval foglalkozik, a koncentracio (vagy
doézis) €s a biologiai hatas kozotti kapesolat jellemzden nemlinearis. Erre val6 tekintettel az
RRM gorbeillesztésre szant modelljét nemlinedrisra alakitottuk ki az RRM linedris
alapegyenletének a nemlinearis Hill egyenlettel valé kombinalasa révén. Az RRM igy kapott
modellje alkalmas nyers (vagy csak minimalisan transzformalt) koncentracio-hatas (E/c)
gorbe adatok kozvetlen (szdmottevd adattranszformacio nélkiili) kiértékelésére. Ezaltal a
kapott eredmények megbizhatobbak lesznek, ugyanis minél tobb feldolgozason mennek
keresztiil a nyers adatok, annal nagyobb a kockazata annak, hogy a benniik rejlé bioldgiai

valtozékonysag és mérési hibak jelentdsen torzulast okoznak a feldolgozott adatokban.

Az RRM alapegyenlete leirja a kapcsolatot egy csokkent valaszkészségli rendszerben
mért torzult hatds és a hozza tartozo intakt hatds kozott, ami ugyanazon rendszer intakt
allapotaban mérhet6. Az RRM modellje a torzult hatast hozzarendeli egy agonista ismert C
amit cx torzitd koncentracioként (vagy annak logaritmusaként: logcx) vesz figyelembe (a c és
a Cx agonistdjat azonosnak véve). Az RRM modellje magaban foglalja a receptormiikodés
egy egyszerli kvantitativ modelljét is (ami altalaban a Hill modell), ennek megfeleléen

tartalmazza annak paramétereit is.
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Az RRM bemeneteként legalabb két (tipusu) E/c-gorbe sziikséges: egy ,.intakt” E/c-
gorbe, ami megjeleniti az E/c-gérbék létrehozasahoz hasznalt agonista hatasat az intakt
valaszkészséggel rendelkezd rendszerben, és egy ,.torzult”, ami ugyanennek az agonistdnak
a hatasat mutatja a csokkent valaszkészségli rendszerben. Az RRM modelljét a torzult E/c
gorbére kell illeszteni az intakt E/c gbrbében tarolt informaciok felhasznaldsaval. Az RRM
alkalmazasat a kovetkezOképpen javasoljuk: 1.) az egyszerisitett és minden koncentraciot
logaritmusként tartalmaz6 modellel; 2.) kétmodelles globalis illesztéssel, esetleg individualis
(lokalis) illesztéssel; 3.) kettonél tobb Gsszetartozd E/c gorbét (globalis illesztés esetén)
paronkénti modon (ahol a gorbék koziil az egyik mindig az intakt E/c gorbe); 4.) a legkisebb
négyzetek moddszerén alapuld hagyomanyos regresszidval, kevésbé preciz adatok mellett

esetleg robusztus regresszioval; 5.) sulyozas nélkiil.

Az RRM sokoldalu felhasznalhatdsdgat mutatja, hogy mar eddig is tobbféle probléma
megoldasaban nyujtott segitséget. Kifejlesztésének eredeti célja a koncentracidbecslés volt,
eldszor az endogén adenozin interstitialis felhalmozddasat kvantifikaltuk vele nukleozid
transzport blokad alatt. Az RRM segitségével korrigalni lehet az adenozin receptor agonistak
E/c gorbéinek az endogén adenozin-szint novekedése altal okozott torzuldsat is. Ennek révén
az RRM felhasznalhat6 az adenozin direkt negativ inotrop hatasara vonatkoz6 Ai receptor
rezerv kvalitativ megbecslésére is. Mivel bioldgiai rendszerekben mérheté rovid felezési
ideje miatt az adenozin koncentracidja nehezen hatarozhatd6 meg ex vivo (és in vivo is), az
adenozin hatdsaival kapcsolatos barmilyen receptor rezerv mas modszerrel nehezen mérhetd
fel. Ezen tilmenden az RRM alkalmazasaval in silico és ex vivo vizsgalatok soran
fokozatosan feltartuk a vizsgélatainkig csak irreverzibilis A1 receptor antagonistaként ismert
FSCPX azon sajatossagat, hogy az FSCPX — még nem igazolt mechanizmussal — csokkenti

az interstitialis adenozin koncentraciot.
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