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1. Fontosabb rövidítések 

A1 receptor: A1 adenozin receptor 

ADA: adenozin-dezamináz 

Ado: adenozin 

cbias: a torzító agonista koncentráció 

CHA: N6-cyclohexyladenosine 

CPA: N6-cyclopentyladenosine 

cx: az RRM által szolgáltatott eredmény (torzító agonista koncentráció illetve annak 

egyenértéke) 

E/c: koncentráció-hatás (koncentráció-válasz) 

EC50: félhatásos (az Emax felét kiváltó) agonista koncentráció 

Emax: maximális hatás (egy adott szövet adott receptorát ingerelve egy adott agonistával) 

FSCPX: 8-cyclopentyl-N3-[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N1-propylxanthine 

NBTI: S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine 

NECA: 5′-(N-ethylcarboxamido)adenosine 

RRM: receptoriális válaszkészség módszer (Receptorial Responsiveness Method) 

SABRE: Signal Amplification, Binding affinity, and Receptor activation Efficacy 

SD: standard deviáció 

SEM: az átlag standard hibája (standard error of the mean) 
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2. Az értekezést megalapozó saját közlemények 

tematikus elrendezésben 

➢ A receptoriális válaszkészség módszer (RRM) kvantitatív farmakológiai 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) – összefoglaló  

➢ Az RRM kifejlesztése és tulajdonságai 

˃ ex vivo rendszerben: 

2. Gesztelyi R, Zsuga J, Juhász B, Dér P, Vecsernyés M, Szentmiklósi AJ.  

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. Pák K, Kiss Z, Erdei T, Képes Z, Gesztelyi R.  Új lehetőség farmakológiai 

agonisták receptorközeli koncentrációjának becslésére: a receptoriális 

válaszkészség módszer (RRM). Acta Pharm Hung. 2014; 84(1): 38-52. PMID: 

24809165 (Q4) – összefoglaló  

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 I, 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) 

˃ in silico 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) 
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➢ Az RRM „per primam intentionem” (vagyis koncentráció meghatározásra való) 

alkalmazása 

8. Karsai D, Zsuga J, Juhász B, Dér P, Szentmiklósi AJ, Tósaki 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 I, 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 alkalmazása két összekapcsolódó, másként nehezen megközelíthető probléma 

megoldására 

˃ az adenozinra vonatkozó 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 A1 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 vonatkozó A1 adenozin receptor rezerv megbecslése, valamint az 

FSCPX egy eddig ismeretlen tulajdonságának felvetése és indirekt bizonyítása in 

silico rendszerben: 

12. Zsuga J, Erdei T, Szabó K, Lampe N, Papp C, Pinter A, Szentmiklosi AJ, Juhasz 

B, Szilvássy 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 A1 adenosine receptor antagonist, and NBTI, a 

nucleoside transport inhibitor, in the guinea pig atrium. Molecules. 2019; 24(12): 

E2207. doi: 10.3390/molecules24122207 (Q1) 
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˃ az adenozinra vonatkozó A1 adenozin receptor rezerv megbízható megbecslése és 

az FSCPX egy eddig ismeretlen tulajdonságának indirekt bizonyítása ex 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 A1 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 megalapozó 14 db saját publikáció típusai: 12 db eredeti közlemény 

(7 db Q1, 3 db Q2, 2 db Q3), 2 db összefoglaló közlemény (1 db Q3, 1 db Q4) 
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3. Bevezetés 

Ὅτι Καλλίμαχος ὁ γραμματικὸς τὸ μέγα βιβλίον 

ἴσον ἔλεγεν εἶναι τῷ μεγάλῳ κακῷ 

Ἀθήναιος Nαυκράτιος: Δειπνοσοφισταί 

A nyelvész Kallimakhosz mindig azt mondta, hogy a 

nagy könyv egyenlő a nagy gonoszsággal 

Naukratiszi Athenaiosz: Bölcsek lakomája 

/Remélem, disszertációkra nem igaz/ 

3.1. Célkitűzés 

Az egysejtű élőlényeket az általuk (többé-kevésbé szabadon) választott, de általában 

csak kismértékben kontrollálható külső környezet veszi körül. A soksejtű lények kiváltsága, 

hogy a sejtek közötti tér révén olyan belső környezetük (milieu intérieur) is van, amelyet 

jelentős részben ők határozhatnak meg, és ami ily módon eltérhet mind a külső környezettől, 

mind a sejten belüli körülményektől. Az élőlények belső környezetének fenntartását 

(homeosztázis) számos endogén szabályozó anyag (transzmitter) biztosítja, amelyek 

jellemzően intracellulárisan keletkeznek, de a belső környezetbe (vagyis az extracelluláris 

térbe) kerülve jutnak el rendeltetési helyükre. A transzmitterek többsége – farmakológiai 

értelemben – receptor agonistának tekinthető. Ezzel összhangban a – farmakológiai 

értelemben vett – receptorok többsége a sejtek felszínét található, agonista kötőhelyük pedig 

az extracelluláris tér felé néz. 

A farmakológiai értelemben vett receptor az a makromolekula (illetve 

makromolekula-komplex), melynek egyetlen ismert biológiai funkciója valamely 

transzmitter megkötése után megváltoztatni az ezt hordozó/tartalmazó sejt működését. A 

sejtműködés változásának mértéke (esetleg a jellege is) függ az agonista koncentrációjától, 

mely utóbbinak tehát szabályozó szerepe van. Az agonista koncentrációja és a kiváltott hatás 

közötti kapcsolatot a legpontosabban és legmegbízhatóbban koncentráció-hatás (E/c) görbe 

felvételével lehet vizsgálni. Fontos, de sokszor nehezen figyelembe vehető szempont, hogy 

a hatást lehetőség szerint ahhoz a koncentrációhoz kell rendelni, amelyet az agonista a 

receptor közvetlen környezetében alakított ki. Amennyiben ez nem lehetséges, meg kell 

elégednünk közvetett (máshol mért vagy feltételezett) koncentráció értékekkel, amit 

természetesen szem előtt kell tartani az adott E/c görbe értelmezésekor. Ideális esetben a 

helyben mért vagy számolt agonista koncentráció a receptorok mikrokörnyezetére 
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vonatkozik, ilyenkor a E/c görbe az agonista hatáskiváltó képességét és a receptor (és az adott 

szövetre jellemző posztreceptoriális jelátvitel) hatékonyságát jellemzi, vagyis nem függ 

lényegesen a receptorokat tartalmazó szövet egyéb tulajdonságaitól (pl. az agonistát 

transzportáló illetve átalakító carrierek és enzimek jelenlététől illetve aktivitásától). 

Sokszor (sőt legtöbbször) nem rendelkezünk pontos és megbízható információval az 

agonista koncentrációjáról specifikus kötődésének helyén. Erre a problémára léteznek ugyan 

technikai megoldások, ezek azonban általában nehezen hozzáférhetőek, nem elég pontosak, 

vagy csak speciális feltételek teljesülése mellett alkalmazhatóak. Ez különösen így van erős 

kompartmentalizációt mutató (a szervezetben jelentős mértékben transzportálódó vagy egy 

speciális endogén struktúrához erősen kötődő), illetve rövid féléletidejű (pl. gyors 

enzimatikus átalakításnak kitett) agonisták esetében. További kihívást jelent, ha az agonista 

receptorközeli koncentrációját mozgó szervek (pl. szív) szöveteiben kívánjuk meghatározni. 

Ennek a kihívásnak azonban meg kell próbálni megfelelni, mivel az agonista koncentráció 

ismerete a receptorok mikrokörnyezetében fontos információ mind az adott agonista 

jelentőségének felméréséhez, mind az általa befolyásolt funkciók alapos megismeréséhez. 

A 2000-es évek legelején egy véletlen megfigyelés indította el azt a kutatást, melynek 

során kifejlesztettünk egy eljárást, az ún. receptoriális válaszkészség módszert (receptorial 

responsiveness method: RRM). Az RRM – bizonyos körülmények között – alkalmas a 

fentebb vázolt probléma megoldására, vagyis rövid féléletidejű agonisták receptorközeli 

koncentrációjának meghatározására, vagy legalábbis kvantitatív jellemzésére működő (akár 

mozgó) szövetekben. Egészen pontosan: az RRM képes egy agonista receptorközeli 

koncentrációjában bekövetkezett akut növekedést kvantifikálni. Stabil (hosszú féléletidejű) 

és relatíve egyenletes eloszlású (gyengén kompartmentalizálódó) agonista 

koncentrációnövekményét az RRM közvetlenül is meg tudja adni. Rövid féléletidejű illetve 

erősen kompartmentalizálódó agonista esetén az RRM egy ugyanazt a jelátviteli rendszert 

használó, de stabil agonista azon koncentrációját szolgáltatja, ami azonos hatást képes 

kiváltani (ekvieffektív) a rövid féléletidejű agonista akut koncentrációnövekményével. Mivel 

a stabil agonisták szöveti koncentrációjának meghatározása kisebb kihívás, amit más 

módszerekkel is jól lehet kezelni, az RRM-nek elsősorban a rövid féléletidejű (illetve erősen 

kompartmentalizálódó) agonisták vizsgálatában van jelentősége. 

Az RRM egyenlete összefüggést teremt a kérdéses agonista koncentrációtöbblete és 

az általa okozott E/c görbe torzulásának mértéke között. Mint ilyen, lehetőséget ad a natív és 

a torzult E/c görbék regresszióanalízissel (vagyis görbeillesztéssel) való vizsgálatára, ami 

pontosabb és megbízhatóbb eredményt ad, mintha az összetartozó koncentráció és hatás 

értékekből algebrai úton nyernénk ki a számunkra szükséges információt. A görbeillesztés 
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további lehetőségeket is biztosít az RRM alkalmazása során, pl. a módszer 

felhasználóbarátságának terén. 

Érdekes, hogy noha a regresszióanalízis alapjait a XIX. században és a XX. század 

elején rakták le, az RRM biológiai kiindulópontja pedig egy a XX. század elején publikált 

összefüggés, a Hill egyenlet, az RRM csak a XXI. század elején jelent meg. Meggyőződésem, 

hogy az egyébként igen sokrétű ismeretanyaggal foglalkozó élettudományok területén még 

sok, szerencsés esetben nem is kezelhetetlenül bonyolult összefüggés vár arra, hogy egzakt 

formában megfogalmazzák. Ezek alkalmazása sok területen előmozdíthatná a kutatást, 

többek között a költségek csökkentésével és az eredmények megbízhatóságának növelésével. 

Örülnék, ha munkám inspirációul szolgálna további, az RRM-hez hasonlóan olcsó, egyszerű 

és egzakt módszerek kifejlesztéséhez. 

 

3.2. Kvalitatív farmakológiai háttér 

3.2.1. Az adenozin mint metabolit 

Az adenozin a nukleinsav anyagcsere kitüntetett molekulája, mivel metabolit voltán 

túl az adenozin receptorok (legfőbb) endogén agonistája is. Ez a fontos szerep annak tudható 

be, hogy az adenozin a szervezet energiaforgalmában központi szerepet betöltő ATP 

(adenozin-5’-trifoszfát) prekurzora és egyben bomlásterméke, tehát (a többi nukleozidhoz 

képest is) érzékeny jelzője a szövetek biológiai energiával való ellátottságának. Az adenozin 

koncentráció lokális növekedése a környező sejtek (vagy azok egy jelentős részének) 

kimerülésére utal. 

Extracellulárisan az adenozin döntően a sejtekből kijutott ATP, ADP, AMP és cAMP 

bontása révén keletkezik, elsősorban ekto-nukleotidázok, részben alkalikus foszfatázok 

közreműködésével. A két legfontosabb enzim az ATP-t ADP-vé, majd AMP-vé alakító ekto-

apiráz (CD39), valamint az AMP-t adenozinná bontó ekto-5’-nukleotidáz (CD73), mely 

utóbbi a sebesség-meghatározó lépés enzime. 

Érthető módon a sejtek adenozin homeosztázisa szorosan összefügg az energetikai 

állapotukkal. Jó energia-ellátottság mellett az intracelluláris adenozin többsége AMP-vé 

alakul az adenozin-kináz révén, majd ATP lesz belőle az adenilát-kináz katalizálta 

egyensúlyi folyamatok és az ATP-szintáz működése következtében. Az adenozin kisebb 

része dezaminálódik, főleg az intracelluláris adenozin-dezamináz (ADA) révén. Az 

interstitialis adenozin három mechanizmus révén eliminálódhat: kimosódás a keringéssel, 
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extracelluláris ADA általi bontás (ADA extracellulárisan faj- illetve szövetfüggően fordul 

elő), vagy belépés a környező sejtekbe specifikus transzporterek révén. 

Az immunrendszerben játszott fontos szerepéhez képest az ADA a szívben kisebb 

jelentőséggel bír. A szívizomban az ADA döntően intracellulárisan fordul elő. Az 

interstitiumba került ADA – katalitikus aktivitásától függetlenül – mint az A1 adenozin 

receptor pozitív modulátora lehet jelentős, legalábbis a központi idegrendszerben, de a 

jelenséget DDT1 MF-2 (aranyhörcsög leiomyosarcoma) sejtvonalon is kimutatták. Az ADA 

gátlása ugyanakkor a szívben is jól mérhetően növeli az adenozin koncentrációt. Ennek 

megfelelően az ADA inhibitorok erősítik az adenozin kiváltotta választ, legyen az adenozin 

akár endogén, akár exogén. 

Az adenozin sejtmembránon keresztüli transzportja számára koncentratív (CNT; 

SLC28) és ekvilibratív (ENT; SLC29) nukleozid transzporterek állnak rendelkezésre. Mivel 

a szívben elsősorban ENT található, a cardiomyocyták nukleozid transzportját döntően az 

extra- és intracelluláris adenozin koncentráció különbsége határozza meg. Az ENT azon 

csoportját, melyik nitrobenziltioinozin-származékokkal szelektíven gátolható, ENT1-ként 

(SLC29A1) különítik el. 

Mivel az adenozin jellemzően gyors és ubikviter enzimek illetve transzporterek 

szubsztrátja, féléletideje meglehetősen rövid (0.6-10 s) az emlős szövetekben. 

 

3.2.2. Az adenozin szignál funkciója 

A purinvegyületek biológiai hatásait (pl. a bradycardiát) Alan Drury és Szent-Györgyi 

Albert írta le elsőként. Kimutatták, hogy ezekért nukleozidok és foszforilált származékaik a 

felelősek, de az adenozin önmagában is ki tudja váltani a legtöbb hatást. A purinszármazékok 

receptorainak felfedezése ehhez képest sokáig váratott magára. A 70-es években 

azonosították az ATP-t, mint neurotranszmittert, majd Geoffrey Burnstock igazolta a 

purinerg receptorok (purinoceptorok) létezését. 

A purinoceptorokat először egy családba sorolták (P receptorok). Miután kiderült, 

hogy egy részüket főleg az adenozin aktiválja (P1 típus), míg másokat inkább a nukleozid 

foszfátok (P2 típus), a P1 és P2 purinoceptorokat külön családba osztották. A P1 családot, 

legaffinisabb és legnagyobb választ kiváltó endogén agonistája alapján, ma adenozin 

receptoroknak hívják. 

A IUPHAR (Nemzetközi Farmakológiai Társaság) jelenleg három adenozin receptor 

típust tart nyilván (A1, A2 és A3), a második típuson belül két altípust (A2A, A2B) 
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megkülönböztetve. Az egyes korábbi munkákban szereplő, farmakológiai módszerekkel 

azonosított A4 típust nem sikerült klónozással megerősíteni. Minden adenozin receptor hét 

transzmembrán doménnal rendelkező, G protein-kapcsolt receptor, melynek kötőhelye az 

interstitium felé néz. 

A purinerg transzmisszió az egyik legősibb és legáltalánosabban elterjedt jelátviteli 

rendszer a soksejtű élőlényekben. Az adenozin receptorok részt vesznek csaknem minden 

sejt funkcióinak szabályozásában. Az adenozin receptor aktiváció a legtöbb helyzetben 

hasznos, mivel javítja az egyensúlyt az érintett szövet energiaellátása és energiafelhasználása 

között, mérsékli a stresszorok okozta károsodást, valamint gátolja a legtöbb esetben káros 

szöveti remodellinget. A kevés kivételek egyike ez alól a rosszindulatú szolid tumorok 

belseje, ahol a jellemzően extrém magas adenozin-szint gátolja az immunrendszer sejtjeinek 

tumorellenes aktivitását. Az adenozin receptorok (és úgy általában a G protein-kapcsolt 

receptorok) aktiválásával kiváltható protektív, köztük a kardioprotektív hatások intenzitása 

az életkor előrehaladtával sajnálatosan csökken. Az adenozin hypoxia elleni védő hatása 

kevésbé jelentős olyan állatfajokon, amelyek eredendően nagy hypoxia-tűrésűek, mint pl. a 

teknősök. 

Az adenozin receptorokat nagy diagnosztikus és terápiás lehetőségeket rejtő 

célterületként tartják számon. Az adenozinerg rendszert befolyásoló szerekkel 

kardiovaszkuláris területen is intenzív vizsgálatokat folytatnak. 

 

3.2.3. A receptor rezerv és jelentősége 

Egy adott agonista kiváltotta biológiai válasz több tényezőtől is függ. Bár az agonista 

és a receptor között kölcsönhatásról van szó, vagyis az agonista és a receptor (illetve a 

posztreceptoriális szignalizáció) közösen határozzák meg a választ, szokás agonistafüggő és 

receptorfüggő (pontosabb kifejezéssel: rendszerfüggő) jellemzőkről beszélni. Agonistafüggő 

tényezők az agonista koncentrációja (ez az, ami valóban rendszerfüggetlen), az agonista 

receptorhoz való affinitása és intrinzik hatékonysága, míg rendszerfüggőnek tekintik a 

receptorszámot és a receptor rezervet. 

A receptor rezerv fogalmának bevezetése szakítást jelentett a korai receptor modellek 

azon feltételezésével, hogy a maximális válaszhoz minden receptor (vagyis 100%-os receptor 

okkupancia) kell. Ezt az a tapasztalat alapozta meg, miszerint bizonyos szöveteken egyes 

agonisták (a nagy intrinzik hatékonyságúak, amelyek többnyire ún. full agonisták) a 

receptorok egy részének irreverzibilis kiiktatása ellenére is gyakorlatilag maximális hatást 
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váltanak ki (vagyis akkorát, mint az ép receptorkészletű azonos szöveten). A jelenséget 

„tartalék” (spare) receptorok jelenlétével magyarázták az adott szövet megfelelő sejtjein, 

innen receptor rezerv elnevezés. A hagyományos receptorelmélet fejlődése során a receptor 

rezerv elvesztette ezt a konkrét értelmezését és a jelerősítő funkció absztrakt jellemzője vált 

belőle. A modern alternatív receptorműködési modellek nem használják a receptor rezerv 

– általuk ködösnek tartott – fogalmát. 

A receptor rezerv tehát a receptor, továbbá a belőle kiinduló és az általunk kiválasztott 

hatásig vezető szignalizációs utak jelerősítésének fokmérője. A receptor rezerv függ a 

jelátvitel minden szereplőjének mennyiségétől és minőségétől (ideértve az agonistát is, bár 

azt általában igyekeznek külön kezelni: csak annyi kikötést tesznek, hogy receptor rezerv 

csak full agonista esetén értelmezhető). A receptor rezerv egyik fő meghatározójának tehát a 

hordozó szövet (illetve sejttípus) jellegét tekintik, hiszen az szorosan összefügg a jelátvitel 

molekuláris elemeinek mibenlétével és koncentrációjával. Ebből következően fontos 

paraméter a receptorszám is, de korántsem az egyetlen. A receptor rezerv másik fő 

meghatározója a mért hatás: a különböző hatásokhoz vezető jelátviteli utak ugyanis 

jelentősen eltérhetnek egymástól (ugyanazon szövet azonos receptora esetén is). Az agonista 

szerepét mutatja, hogy az egyébként agonistafüggő paraméternek tekintett intrinzik 

hatékonyság is meghatározza a receptor rezervet, az agonistával szemben tehát csak a full 

agonista jelleget megkövetelni didaktikai célú egyszerűsítés. 

Általános vélemény, hogy receptor rezerv csak full agonisták esetében határozható 

meg. Tény, hogy a gyenge vagy közepes intrinzik hatékonyságú agonisták nem képesek a 

százalékos receptor okkupanciát meggyőzően meghaladó százalékos hatás kiváltására még 

nagy jelerősítésű rendszerekben sem. 

Amennyiben a receptor rezerv kicsi (adott szövetben, adott agonistával, adott hatásra 

nézve), bármely agonista csak akkor válthat ki jelentős hatást, ha nagy intrinzik hatékonyságú 

(erős) és nagy koncentrációban van jelen. Ha viszont a receptor rezerv nagy, az erős és a 

gyenge agonisták egyaránt jelentős hatást válthatnak ki, igaz, előbbiek már kis, míg utóbbiak 

csak nagy koncentrációban. Ha tehát a szervezet több szövete is hordozza ugyanazt a 

receptort, de azokon a receptor rezerv eltérő, akkor egy adott agonista adott koncentrációja a 

különböző szöveteken különböző E%-ot fog produkálni. 

Az ubikviter előfordulású A1 receptor számos szabályozó folyamatban vesz részt. Ez, 

amellett, hogy sok lehetőséget rejt magában, komoly kihívás is az A1 receptort megcélzó 

gyógyszerkutatás számára. Mivel egy szisztémásan beadott szer, ami befolyásolja az A1 

receptoron mediálódó hatásokat, elvben a szervezet minden A1 receptort tartalmazó 

szövetének működését módosítja, ami sok potenciális mellékhatást jelent. 
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Az indikációnak megfelelő szövetspecificitás biztosítása fontos szempont. Erre 

elvben lehetőséget biztosít, hogy a különböző szövetek azonos receptorai általában eltérő 

válaszkészséget mutatnak. A szöveti válaszkészség egyik fő meghatározója a receptor rezerv. 

A zsírszövethez és az idegszövethez képest például a szív kis A1 receptor rezervvel 

rendelkezik az elektrofiziológiai hatásokra nézve. A nem kardiológiai indikációjú (pl. 

antidiabetikus, antinociceptív) adenozinerg gyógyszerek fejlesztése szempontjából ez 

megnyugtató, hiszen csökkenti e szerek kardiális mellékhatásainak kockázatát (különös 

tekintettel a szívritmuszavarokra). A receptor rezerv hatásfüggése miatt azonban az A1 

receptor rezervet minden fontosabb hatásra meg kell vizsgálni. Legjobb tudomásunk szerint 

munkacsoportunk vizsgálatai előtt az A1 receptor rezervet nem határozták meg a pitvari 

negatív inotróp hatásra, noha ez is fontos mellékhatása lehet az A1 receptor agonistáknak. Az 

A1 receptor endogén agonistájára, az adenozinra vonatkozó A1 receptor rezervet sem 

határozták meg korábban a pitvari negatív inotrópia esetében. 

 

3.3. Kvantitatív farmakológiai háttér 

3.3.1. Görbeillesztés a farmakológiában 

A regresszióanalízis („görbeillesztés”) lényege, hogy két (vagy több) változóhoz 

kiválasztunk egy kapcsolatot (egy függvényt), amiben ezeket a változókat paraméterek 

kapcsolják össze (matematikai műveletekkel), majd e kapcsolat paraméterei számára 

megkeressük a legmegfelelőbb értékeket. Két – egy független és egy függő – változó 

esetében, mint amilyenek a koncentráció/dózis - hatás görbék adatai is, feltételezzük, hogy a 

független változó értékeit a véletlen nem befolyásolja, míg a függő változó értékeit egyrészt 

a független változó határozza meg (a kiválasztott függvény által leírt módon), másrészt a 

véletlen (pl. mérési hiba vagy biológiai variabilitás formájában). A regresszióanalízis célja 

tehát a kiválasztott függvény paraméterei számára olyan értékeket meghatározni, amelyekkel 

a független változó értékeiből kiszámolt függvény értékek a legközelebb állnak a függő 

változó mért értékeihez. 

Egy E/c görbe kvantitatív vizsgálatakor először a modellt, vagyis azt a paraméteres 

egyenletet (függvényt, „görbét”) választjuk ki, ami számunkra a legcélszerűbb módon írja le 

a független és a függő változó (vagyis a koncentráció és a hatás) kapcsolatát. Ezt a függvényt 

jellemzően a következő séma írja le: hatás = paraméterek segítségével transzformált 

koncentráció. A célszerűség itt a pontosság és az egyszerűség közötti egyensúlyozást jelenti: 

minél pontosabb a kapcsolat modellezése, elvben annál értékesebb a regresszióanalízis 
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eredménye, viszont többnyire annál bonyolultabb a függvény. Mennél bonyolultabb 

ugyanakkor a függvény, annál megbízhatatlanabb lesz az eredmény, elsősorban azért, mert 

az egyes (egymástól elvben független) paraméterek értékei annál valószínűbb, hogy 

befolyásolják egymást. 

A farmakológiában a E/c görbék illesztésére használt függvények általában egyben 

kvantitatív receptorműködési modellek. Ennek oka egyrészt az, hogy a hatóanyagok 

tekintélyes része valamely receptor befolyásolása révén fejti ki hatását. Másrészt, amelyik 

nem, az is általában specifikusan kötődik egy (a vizsgálat ideje alatt) kvázi állandó 

mennyiségben (és koncentrációban) jelenlévő endogén molekulához a hatása kifejtésekor, 

tehát a viselkedése leírható egy kvantitatív receptorműködési modellel. Ezek a hatóanyagok 

lehetnek agonisták a receptorukon, de bármely típusú hatóanyag (receptor agonista, 

antagonista vagy modulátor, enzim aktivátor vagy inhibitor, transzport aktivátor vagy 

blokkoló) viselkedése jól jellemezhető E/c görbékkel, amelyeket ugyanúgy vizsgálhatunk, 

mint az agonisták E/c görbéit. 

Az E/c görbékre illesztett függvények paramétereinek meghatározása annál 

pontosabb és megbízhatóbb, minél több mérés történik, vagyis egy koncentráció (x) értékhez 

mennél több hatás érték (y replikátum) tartozik. Ez azt jelenti, hogy jobb eredmény várható, 

ha nem egyetlen E/c görbére, hanem egyszerre több, de ugyanolyan körülmények között 

készült E/c görbére történik az illesztés. (Ez leegyszerűsítve felfogható úgy, mintha átlagolt 

E/c görbe regressziójáról lenne szó.) Az illesztett modellben levő paraméterek optimális 

értékeinek megállapítására a leggyakrabban (és legrégebben) alkalmazott módszerek a 

legkisebb négyzetek elvén alapulnak, vagyis igyekeznek minimalizálni a replikátumok (x-y 

koordinátákkal meghatározott adatpontok) távolságát attól a görbétől, amit az adott értékek 

mellett az illesztett függvény meghatároz (egész pontosan, mivel csak az y értékek esetében 

számítunk hibára, e távolságok függőleges – vagyis y irányú – komponensei négyzeteinek 

összegét). Ennek a megközelítésnek a gyakorlati szempontból legfontosabb feltételezései: 

1.) az azonos x értékhez tartozó y replikátumok szórása az illesztett görbe idevágó y 

értéke körül t eloszlást követ (általában ezen belül is normális eloszlást feltételeznek); 

2.) homoszkedaszticitás, vagyis az y replikátumok előbb említett szórásának mértéke 

azonos minden x érték esetében. 

Biológiai mintán végzett vizsgálatoknál általában feltételezik az adatpontok 

szórásának normális eloszlását és a regressziót az ehhez való hagyományos módon végzik 

(ordinary least-squares regression). Ha viszont Lorentz-eloszlást feltételezhetünk, akkor 

robusztus regressziót (robust regression) kell alkalmazni. A robusztus regresszió csökkenti a 
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görbeillesztés érzékenységét a kiugró adatpontokkal szemben, azonban elvész a lehetőség az 

illesztés megbízhatóságát jellemző konfidencia (megbízhatósági) intervallumok (confidence 

interval: CI), valamint konfidencia és előrejelzési sávok (confidence and prediction bands) 

meghatározására. Mindkét illesztés a legkisebb négyzetek (least-squares) elvén alapul, mivel 

a normális illetve a Lorentz-eloszlás a t eloszlás két szélső esete (melyekben a szabadsági fok 

végtelen illetve 1). További alternatívaként Poisson eloszlást feltételező Poisson regresszió 

jöhet számításba, ez azonban nem végezhető normalizált y adatok esetében. A Poisson 

regresszió a legkisebb négyzetek elve helyett az ún. maximum likelihood-based parameter 

estimation megközelítésen alapul. 

A homoszkedaszticitás hiánya (heteroszkedaszticitás) a legkisebb négyzetek elvén 

alapuló módszer kis módosításával (súlyozás) sok esetben jól kezelhető. A súlyozás lényege, 

hogy a módszer ne az eltérések négyzetösszegét minimalizálja, hanem annak egy bizonyos 

tényezővel való szorzatát. A két leggyakoribb tényező az 1/y2 (relatív súlyozás) és az 1/|y| 

(Poisson súlyozás), melyek csökkentik a nagyobb y értékek hatását a regressziós paraméterek 

értékére és a regressziós görbére (különösen a relatív súlyozás). A Poisson súlyozással 

végzett hagyományos regresszió a Poisson regresszió kiváltására is alkalmas. Ritkán 

alkalmazott, de elméleti szempontból érdekes tényező az 1/SD2 (vagyis az azonos x-hez 

tartozó y replikátumok varianciájának reciproka), ami a nagy szórást okozó y replikátumok 

hatásának csökkentésére szolgál. 

Individuális görbeillesztés során egyetlen függvényt (görbét) illesztünk egyetlen E/c 

görbére (illetve ugyanolyan körülmények között készült E/c görbékre). Globális 

görbeillesztés során pedig legalább kétféle, különböző körülmények között felvett E/c 

görbére, vagyis egy görbecsaládra illesztünk úgy, hogy a görbecsalád tagjai között az 

illesztett egyenlet legalább 1 paramétere meg van osztva (tehát ugyanazt az értéket kell 

felvennie minden E/c görbe esetében). A görbecsalád tagjai is lehetnek egyedi vagy átlagolt 

E/c görbék. Globális regresszióhoz használhatunk egyetlen (egymodelles globális illesztés) 

vagy egyszerre több egyenletet is (két-, három-, stb. modelles globális illesztés). A globális 

regresszió precizitását (precision) egyetlen négyzetösszeggel jellemezzük. 
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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 make practical, if only approximate, calculations. 

Általánosan elfogadott, hogy a Hill egyenlet szigorúan véve csak akkor 

alkalmazható, ha minden n molekula egyszerre reagál (ami nem 

valószínű), és elméletileg nem indokolt, ha a köztes lépéseket nem lehet 

figyelmen kívül hagyni. Ennek ellenére a képletet számos kutató széles 

körben használta. Ez egy tipikus hasznos elméleti „féligazság”, amely 

a sarkokat levágja és leegyszerűsíti a valós helyzetet, de mégiscsak 

lehetővé teszi, hogy legyen némi betekintésünk és elvégezzünk néhány 

gyakorlatias, noha csak közelítő számítást. 

Bernard Katz (részlet Archibald Vivian Hill nekrológjából) 

 

A Hill egyenlet az első összefüggés, ami kapcsolatot teremt egy anyag koncentrációja 

és az adott anyag egy másik (állandó koncentrációban jelen lévő) anyaggal képzett 

komplexének koncentrációja között. Nevét megalkotójáról, Archibald Vivian Hill-ről kapta, 

aki eredetileg a hemoglobin oxigén-kötését kvantifikálta ezzel élete második tudományos 

közleményében. Mivel egy azonos tartalmú összefüggést Irving Langmuir is leírt gázok 

fémfelületen történő adszorpciójára, egy nemzetközi ajánlás a ligand és a receptor 

kapcsolódását kvantifikáló egyenletet Hill-Langmuir egyenletnek nevezi, míg az agonista 

koncentrációja és a kiváltott hatás közötti kapcsolatot leíró – formailag azonos – 

összefüggésre a Hill egyenlet elnevezést javasolja. 

A Hill egyenlet a sztochasztikus koncentráció-hatás görbék mögött rejlő szabályosság 

(függvény) első megjelenítője, ezáltal az első kvantitatív receptorműködési modell is. A Hill 

egyenlet mind a mai napig része a legkülönbözőbb receptorfunkciós modelleknek, emellett 

a gyakorlatban is jól használható ligandkötési vagy E/c görbék jellemzésére. Noha módosított 

formái két vagy négy paramétert is tartalmazhatnak, eredeti formájában a görbék alakját 

három paraméter (Emax, EC50, n) segítségével írja le. 
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A klasszikus Hill egyenlet egy cn-nel való osztással (és egy kis további rendezéssel) 

egyszerűbb alakra hozható (amivel vállaljuk, hogy cn ≠ 0, vagyis c ≠ 0, de ez a gyakorlatban 

nem szűkíti a lehetőségeinket). 

A Hill egyenlet egyik fő felhasználása a E/c görbék regresszióanalízise. Később 

részletezendő okokból erre az az előnyösebb forma, amelyben a koncentrációk logaritmussá 

vannak alakítva a c = 10logc összefüggés alapján, ami megőrzi az eredeti kifejezéssel való 

algebrai ekvivalenciát (azzal a megszorítással, hogy c ≠ 0). További ajánlás a formailag minél 

egyszerűbb összefüggés illesztése. 

A Hill egyenlet által meghatározott függvény n=1 esetén derékszögű hiperbola (n≠1 

mellett ún. hiperboloid görbe), melyet az x tengely logaritmikus transzformációja (minden n 

érték mellett) szigmoid lefutásúvá alakít. Mivel a tipikus E/c görbe is hiperboloid 

(szemilogaritmikusan ábrázolva pedig szigmoid), az E/c görbék a legtöbb esetben jól 

modellezhetőek a Hill egyenlettel. 

A Hill egyenlettel végzett regresszióanalízis kétváltozós (c, E), háromparaméteres 

(Emax, EC50, n) és nemlineáris (vagyis a Hill egyenlet nem az y = a∙x + b sémát követi). 

Illesztési szempontból a Hill egyenlet igen flexibilis, vagyis jelentős mérési hibával terhelt E 

adatok esetén is jól használható becslést ad. Farmakológiai szempontból a Hill egyenlet 

csaknem teljesen független a receptor jelátviteli mechanizmusaitól (csaknem, mivel azért 

feltételezi a E/c görbék szimmetriáját, ami általában többé-kevésbé teljesül is). A Hill 

egyenlet paraméterei (Emax, EC50, n) empirikusak, vagyis nem fiziko-kémiai állandók. 

 

3.3.3. Az operatív modell 

A receptor jelfelismerő és jelátvivő működésének megkülönböztetése mérföldkő a 

receptorfunkció kutatásában. A Stephenson-féle módosított okkupációs modell 

szemikvantitatív jellegét a farmakológiai agonizmus operatív modelljének sikerült először 

meghaladnia. Az operatív modell a Hill egyenlethez hasonlóan olyan általános és kvantitatív 

receptor modell, ami nem tartalmaz konkrét megkötéseket a receptorműködés 

mechanizmusára vonatkozóan (a néhány általános feltétel közé tartozik pl. a E/c görbék 

szimmetriája, ami a legtöbb receptor esetén jó közelítéssel teljesül). Az operatív modell az 

agonisták affinitásának és intrinzik hatékonyságának kvantifikálására alkalmas a vizsgált 

biológiai rendszerben. 

Az operatív modell illesztése kétváltozós (c, E), négyparaméteres (Em, KA, τ, nop) 

nemlineáris regresszióanalízis. Az operatív modell egyenletét globálisan érdemes illeszteni 
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antagonista nélküli illetve antagonistával (esetleg ugyanazon antagonista többféle 

koncentrációjával) kezelt E/c görbékre, az Em, KA és nop megosztásával. A két (esetleg több) 

összetartozó E/c görbe a funkcióképes receptorok koncentrációjában különbözik. Ezt az 

illesztett egyenlet a τ paraméter eltérésével tudja figyelembe venni, mivel a másik három 

paraméter kötelezően azonos a natív és a csökkentett receptorkészletű E/c görbék esetében. 

Az irreverzibilis antagonistát egy bizonyos behatási idő után ki kell mosni a rendszerből, 

hogy szabad formában ne legyen jelen a E/c görbe felvételekor. Az operatív modell illesztése 

akkor megbízható, ha van olyan E/c görbe, ahol az irreverzibilis antagonista jelentősen 

csökkentette (legalább felezte) a natív E/c görbe Emax-át. 

Az operatív modell legnagyobb elvi hibájának azt tartják, hogy reakcióegyenlete nem 

kezeli külön lépésként az agonista-receptor komplex aktiválódását. Emiatt az illesztésekor 

kapott KA nem az agonista-receptor komplex szűk értelemben vett egyensúlyi disszociációs 

konstansát adja meg (az ún. mikroszkópos affinitást, ami az aktiválatlan receptorra 

vonatkozik), hanem az ún. makroszkópos affinitást. Ez utóbbi viszont függ az agonista 

intrinzik hatékonyságától is, melynek egyik meghatározója az agonista azon képessége, hogy 

milyen könnyen tudja a receptort aktív konformációba juttatni. Emiatt a makroszkópos 

affinitást befolyásolja az agonista aktív receptorral képzett komplexének egyensúlyi 

disszociációs állandója is, ami nem feltétlen egyezik meg a mikroszkópos affinitás értékével. 

Az operatív modellel kapott KA tehát valójában összetett fiziko-kémiai jelentésű paraméter. 

Az operatív modell másik elvi hibájául azt róják fel, hogy egyenlete, ami egyébként 

két, egymásba ágyazott Hill egyenletből származik, nem vezethető vissza közvetlenül (a 

többlet paraméterek 0 vagy 1 értéken való rögzítésével) a Hill egyenletre. Emellett az 

operatív modell KA és τ paraméterei könnyen korrelálhatnak egymással, ami rontja ezek 

illesztéssel kapott értékeinek megbízhatóságát. Ezeket az elvi és gyakorlati hibákat igyekszik 

meghaladni a legújabb általános, kvantitatív receptorműködési modell, a Signal 

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

Az elméleti tudós és a kísérletező kutató között az a 

különbség, hogy előbbi érti, amit nem csinál, míg 

utóbbi nem mindig érti, amit csinál. 

ide adaptált internetes bölcsesség 

4.1. Az ex vivo vizsgálatok során használt anyagok és módszerek 

4.1.1. Vegyületek, készítmények 

Az izolált szövetek tápoldata (a mesterséges interstitialis folyadék), emellett egyes 

vegyületek oldószere és a legtöbb törzsoldat hígítószere a Krebs-Henseleit puffer (röviden: 

Krebs-oldat) volt. 

Adenozin receptor agonisták: adenozin, CPA (N6-cyclopentyladenosine), NECA (5′-

(N-ethylcarboxamido)adenosine), CHA (N6-cyclohexyladenosine). 

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

A1 adenozin receptor irreverzibilis antagonista: FSCPX (8-cyclopentyl-N3-[3-(4-

(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N1-propylxanthine). 

ENT1 gátlók: NBTI (S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine), dipyridamol. 

Egyéb: inozin, ADA (adenozin dezamináz), T4 (Na-levotiroxin pentahidrát), 

verapamil (±-verapamil hydrochloride). 

 

4.1.2. Állatok és preparátumok 

A kísérletekhez 400-900 g testtömegű, hím, Hartley típusú tengerimalacot 

használtunk fel. Az állatokat a korai kísérleteknél tarkócsapással bódítottuk, később 

guillotine-nal dekapitáltuk. A mellkas megnyitása után a szívet a nagyerek átvágásával 

eltávolítottuk, hideg (3-5 °C-os) Krebs-oldatot tartalmazó preparálókádba helyeztük, majd 

lemetszettük a bal pitvar fülcséjét. A pitvarfülcséket 10 ml-es, Krebs-oldatot tartalmazó, 

vertikális állású szervkádakban (TSZ-04, Experimetria, Budapest) függesztettük fel 10 mN 

(1 g) nyugalmi feszülés mellett. A Krebs-oldatot karbogénnel (95% O2 és 5% CO2) 

folyamatosan buborékoltattuk (pH=7,4; 36 °C). A bal pitvarokat platinaelektróddal 
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pontszerűen ingereltük programozható stimulátor (ST-02, Experimetria, Budapest) és erősítő 

(PST-02, Experimetria, Budapest) segítségével, kb. a küszöbfeszültség másfél-kétszeresével 

(0.7-1.5 V, 3 Hz, 1 ms impulzusszélesség). A kontrakciós erőt az izometriás összehúzódások 

amplitúdója jellemezte, amit transzducerrel (SD-01, Experimetria, Budapest) és jelerősítővel 

(SG-01D, Experimetria, Budapest) mértünk, valamint hőírókaros poligráffal (R-61 6CH, 

Medicor, Budapest) rögzítettünk hőérzékeny papírra. 

 

4.1.3. Ex vivo E/c görbék felvétele 

A disszertáció ex vivo eredményeit adó állatkísérletes vizsgálatok mindegyikét izolált, 

ingerelt tengerimalac bal pitvaron végeztük, melyeket a Debreceni Egyetem Munkahelyi 

Állatkísérleti Bizottsága engedélyezett és látott el a következő azonosítókkal: DEMÁB 

45/2001, DEMÁB 35/2007, 3/2012/DEMÁB, 25/2013/DEMÁB. 

Az izolált, ingerelt bal pitvarokon két vagy három E/c görbét vettünk fel, egy vagy 

két ex vivo kezelési időszakkal megszakítva, valamilyen adenozin vagy muszkarin típusú 

acetilkolin receptor agonistával, kimeneti változóként a kontrakciós erőt mérve, melyből a 

hatást mint a kiindulási kontrakciós erő százalékos csökkenését határoztuk meg. A E/c 

görbéket kumulatíve kiviteleztük. A klasszikus izolált szervi kádakban rögzített kontraktilis 

szövet összehúzódásainak mérése pontos és megbízható funkcionális adatokkal szolgál, 

melyek nélkülözhetetlenek napjainkban is. Az önálló ingerképzéssel nem rendelkező, ezért 

állandó frekvencián ingerelt bal pitvari fülcse alkalmazása elősegítette az A1 adenozin (és 

kisebb számban az M2 acetilkolin) receptorok által mediált direkt negatív inotróp hatás minél 

tisztább (más tróp hatások befolyásától és egyéb zavaró tényezőktől mentes) érvényesülését. 

Ennek fontos szerepe van kísérleti eredményeink megbízhatósága és interpretálhatósága 

szempontjából, mivel az inotrópia egyébként érzékeny a kronotrópia változására. 

4.1.4. Ex vivo kezelés 

Az ex vivo kezeléseket minden esetben legalább 1 db E/c görbe felvétele előzte meg, 

ennek agonistáját (és az esetleges ex vivo kezelés vegyületét) legalább háromszori Krebs-

oldat cserével mostuk ki. Ahol az ex vivo kezelés hosszabb volt 20 percnél, ott legalább 1 db 

rövid (< 1 perc) mosást iktattunk be, majd az alkalmazott vegyületet visszajuttattuk. A 

vegyületeket az ex vivo kezelés végén nem mostuk ki a rendszerből az utána következő E/c 

görbe felvétele előtt. Ez alól az FSCPX kivételt képezett, mivel azt a jelen értekezésben 

bemutatott kísérletek előtt mindig kimostunk. Az ex vivo kezelés nélküli (kontroll) csoportok 
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preparátumai ugyanannyi időt töltöttek Krebs-oldatban (E/c görbe felvétel nélkül), mint 

amennyit a párhuzamosan végzett ex vivo kezelés igénybe vett a többi preparátum esetében. 

NBTI   → 10 µmol/l 45-50 percig; 

dipyridamol → 10 µmol/l 45-50 percig; 

ADA   → 2 U/ml 10 perccel a 10 µmol/l NBTI beadása előtt; 

FSCPX  → 10 µmol/l 45 percig, majd 75 perc mosás. 

 

4.1.5. Ex vivo E/c görbék kiértékelése 

A bal pitvarok kontrakciós erejének nagyságát úgy határoztuk meg, mint a hőírókaros 

poligráffal sűrűn egymás mellé regisztrált egyedi összehúzódások alsó és felső 

burkológörbéjének távolságát. Az adenozin és muszkarinos acetilkolin receptorok által 

mediált negatív inotróp hatás kiszámolásakor minden beadott agonista koncentrációhoz 

megkerestük a jelenlétében kialakult legkisebb kontrakciós erőt, majd ebből meghatároztuk 

a kiindulási kontrakciós erő százalékos csökkenését. 

Egyszerű E/c görbéknek azokat tekintettük, amelyeket egyetlen, növekvő 

koncentrációban alkalmazott agonista hoz létre. Mivel a E/c görbék hagyományos 

kiértékelése is erre a feltételezésre épül, az egyszerű E/c görbék egyben torzulásmentesek is. 

Az egyszerű, torzítatlan E/c görbék szokványos kinézetűek. /Bár egy E/c görbe sokféle alakú 

lehet, tipikusan hiperboloid (lineáris x tengely esetén) illetve szigmoid (logaritmikus x 

tengely mellett) lefutást mutat./ 

Az összetett E/c görbék létrejöttüket valamilyen szokatlan körülménynek köszönhetik 

(pl. nem egy, hanem több agonista hat egyszerre, vagy nem növekvő sorrendben alakulnak 

ki az egyes koncentrációk). Kutatócsoportunk azzal az esettel foglalkozott, amikor először 

egy agonista egyetlen, esetlegesen ismeretlen koncentrációja fejt ki hatást, majd ugyanaz az 

agonista vagy egy másik agonista több, szabályosan emelkedő koncentrációja. (Ha kutatás a 

célja az RRM tulajdonságainak vizsgálata, egyetlen agonistát kell használni és az első 

koncentráció is ismert kell legyen.) 

Ha az összetett E/c görbéket minden agonista minden koncentrációját figyelembe 

véve értékeljük ki és ábrázoljuk, torzulásmentesek lesznek, noha nem szokványos 

megjelenésűek (különösen akkor, ha az első agonista koncentrációja relatíve nagy). Ez abban 

nyilvánul meg, hogy az összetett, torzítatlan E/c görbe a nullánál látványosan nagyobb hatás 
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értékről indul, viszont ugyanazt a maximális hatást éri el, mint az adott agonista egyszerű, 

torzítatlan E/c görbéje az adott rendszerben (természetesen amennyiben jól szaturált). 

Számunkra kihívást azok az összetett E/c görbék jelentettek, amelyeknél az első 

agonista koncentráció ismeretlen lévén azt nem vettük figyelembe a E/c görbe 

megszerkesztésénél. Ilyenkor az első agonista koncentráció hatására kialakuló állapotot 

vettük kiindulásnak és ebből számoltuk a többi hatást. A szabályosan emelkedő 

koncentrációk ily módon megszerkesztett E/c görbéje összetett és torzult is lesz, bár 

ránézésre szokványosnak tűnik, eltekintve a maximális hatás csökkenésétől (ami egyébként 

nem mindig látványos). 

A fenti módon keletkező összetett, torzult E/c görbék kiértékelésének logikus célja 

lehet a torzulást okozó koncentráció (vagyis az első agonista koncentráció) meghatározása, 

amennyiben az ismeretlen. Ilyen helyzet állhat elő akkor, ha egy endogén agonista szintje 

akutan (esetleg krónikusan) megemelkedik egy szövetben, majd az endogén agonista 

receptorának egy (általában másik) agonistájával E/c görbét veszünk fel az adott szövetben. 

Ennek az endogén agonista többletnek a meghatározása fontos lehet a szövet működésének 

megértéséhez. Mivel a figyelembe nem vett többlet koncentráció az oka a későbbiekben 

felvett E/c görbe torzulásának, torzító koncentrációnak (cbias) neveztük el. 

A cbias meghatározásához az RRM nevű eljárást alkalmaztuk. Az RRM lényege 

kombinált egyenletének (vagyis modelljének) illesztése az összetett, torzult E/c görbék 

adataira. Az illesztés legfontosabb (sok esetben egyetlen) eredménye egy bizonyos cx 

paraméter értéke lesz, ami a cbias jellemzésére szolgál. A cx az összetett, torzult E/c görbe 

második agonistájának azon koncentrációját adja meg, ami ugyanakkora hatást vált ki, mint 

a cbias. Ha az első (avagy torzító) és a második (vagyis teszt) agonista azonos: cx = cbias. 

 

4.1.6. Alkalmazott regressziós modellek és módok 

4.1.6.1. Az RRM ekvivalens, de formailag eltérő modelljei 

Az RRM kombinált egyenlete, vagyis az RRM modellje sok formában fejezhető ki, 

melyek algebrailag egyenértékűek (amennyiben természetesen ugyanazt a receptorfunkciós 

modellt tartalmazzák). Vizsgálataink során az RRM modell több formáját is kipróbáltuk, 

melyek két, egymással szabadon kombinálható szempont alapján különböztek egymástól: a 

koncentrációk logaritmusként illetve numeruszként való szerepeltetése (és ennek 

megfelelően illesztése), valamint az összetettség. Előbbi szempont alapján az egyenletek 
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lehettek nem logaritmikusak (a koncentrációk egyike sem logaritmus), részlegesen 

logaritmikusak (csak a c és az EC50 az) és teljesen logaritmikusak (minden koncentráció, így 

a cx is logaritmus), az utóbbi szempont alapján pedig összetettebbek és egyszerűbbek (amit 

egy cx-szel végzett osztás biztosított). (A logaritmusként való kifejezés a következő 

egyenlőségek felhasználásával történt: c = 10logc, cx = 10logcx és EC50 = 10logEC50). 

4.1.6.2. Az illesztett modellek és paraméterek száma illetve megosztása 

Az RRM modellje individuálisan és globálisan is illeszthető. Globális illesztést egy 

(az RRM modellje) vagy két modellel (az RRM modellje és a Hill modell) végeztünk. A 

korai vizsgálatainkban még kizárólag individuális illesztést alkalmaztunk. Az utolsó négy 

vizsgálatunkban egymodelles globális illesztést is használtunk, míg a legutolsóban a 

kétmodelles globális regressziót is kipróbáltuk. 

Individuális regresszió során a modellbe előzetesen beírtuk a torzítatlan E/c kapcsolat 

Hill paramétereit, vagy a modellt úgy illesztettük, hogy a benne lévő Hill paramétereket a 

torzítatlan E/c kapcsolatra jellemző értékeken rögzítettük (vagyis illesztés előtt valamilyen 

módon „individualizáltuk” az RRM modelljét). A megfelelő Hill paramétereket egy olyan 

egyszerű, torzítatlan E/c görbéből nyertük a Hill egyenlet illesztésével, amelyet ugyanazzal 

az agonistával vettünk fel ugyanabban vagy egy ugyanolyan rendszerben, mint az összetett, 

torzult E/c görbét. 

Egymodelles globális regresszió kivitelezésekor az RRM modelljét egyszerre 

illesztettük az egyszerű, torzítatlan E/c görbére és a neki megfelelő összetett, torzult E/c 

görbé(k)re, megosztott (vagyis minden összetartozó E/c görbére kötelezően vonatkozó) Hill 

paraméterek mellett. Az egymodelles globális illesztés mindkét görbetípushoz meghatároz cx 

értéket, emellett megadja a közös (megosztott) Hill paramétereket is. Az egyszerű, torzítatlan 

E/c görbéhez tartozó cx várt értéke nulla, ezért ennek meghatározása a módszer belső 

kontrolljának tekinthető. A nullától jelentősen eltérő cx érték rossz illeszkedésre utal, vagyis 

arra, hogy a E/c adatok nem határozzák meg elég jól az illesztett függvényt. Kétmodelles 

globális regresszió során az egyszerű, torzítatlan E/c görbére a Hill egyenletet, míg a hozzá 

tartozó összetett, torzult E/c görbé(k)re az RRM modelljét illesztettük (megosztott Hill 

paraméterek mellett). A módszer csak az összetett, torzult E/c görbékhez ad meg cx értéket. 

4.1.6.3. Az adatpontok regressziós függvény körüli szórása 

Az RRM modelljét kezdetben csak hagyományos („ordinary least-squares”), vagyis 

az azonos koncentrációkhoz tartozó hatás értékek (replikátumok) Gauss-féle (normális) 
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eloszlását feltételező módon illesztettük. A legutóbbi néhány vizsgálatunkban robusztus 

(„robust”) regressziót is alkalmaztunk, amelyik a Gauss-féle helyett Lorentz-eloszlást tételez 

fel. A Gauss- és a Lorentz-eloszlás a Student-féle t-eloszlások két szélső lehetősége: Gauss-

eloszlás esetén a szabadsági fokok száma végtelen, míg Lorentz-eloszlás mellett 1. Ha az 

egyes koncentrációkhoz tartozó hatás értékek eloszlása inkább normális, hagyományos 

regressziót érdemes végezni, ha viszont inkább a Lorentz-eloszlást közelíti, a robusztus 

regresszió a jobb választás. A robusztus illesztés kevésbé érzékeny az E/c adatok kiugró 

értékeire, viszont nem teszi lehetővé, hogy a görbeillesztést végző szoftver a regressziós 

paraméterek értékeihez („best-fit values”) konfidencia intervallumot (CI), valamint a 

regressziós függvényekhez („best-fit curves”) megbízhatósági és előrejelzési sávokat 

határozzon meg. Robusztus illesztés mellett súlyozásra sincs lehetőség. 

4.1.6.4. Az illesztés súlyozása 

Az RRM modelljét eleinte csak súlyozás nélkül illesztettük, amivel feltételeztük az 

adatok homoszkedaszticitását, vagyis azt, hogy az egyedi y (tehát hatás) értékek szórása az 

egyes x (vagyis koncentráció) értékeknél hasonló mértékű. Hagyományos illesztési mód 

alkalmazásakor a görbeillesztő szoftver, amennyiben nincs súlyozás, a legkisebb négyzetek 

elvének megfelelően számolja ki az adott koncentrációhoz tartozó egyedi hatás értékekből a 

regressziós függvény adott koncentrációhoz tartozó y értékét. A súlyozás azt jelenti, hogy a 

szoftver nem a legkisebb négyzetösszeget keresi (vagyis nem az egyes koncentrációkhoz 

tartozó egyedi hatás értékek egyedi eltérései négyzeteinek összegét igyekszik minimalizálni), 

hanem a legkisebb súlyozott négyzetösszeget (vagyis a négyzetösszeg egy bizonyos faktorral 

megszorzott értékét). Az egyik későbbi vizsgálatunkban az illesztést kétféle súlyozással is 

végrehajtottuk, melyeknél a faktorok 1/y2 illetve 1/SD2 voltak. 

Az 1/y2-tel való súlyozás abban az esetben javítja az illesztés eredményét, ha a szórás 

mértéke az y értékek növekedésével nő, míg az 1/SD2-tel való súlyozás akkor hasznos, ha a 

szórás az y értékétől függetlenül mutat jelentős különbségeket (az egyes x értékeknél). Az 

1/y2-tel illetve 1/SD2-tel való súlyozás (tehát a négyzetösszegek elosztása y2-tel illetve SD2-

tel) ugyanis csökkenti a nagy hatás értékek illetve nagy szórással bíró hatás értékek 

befolyását („súlyát”) a regressziós függvény paraméterei értékeinek meghatározására. Az 

ezzel foglalkozó vizsgálatunkban az RRM alkalmazása során az előbbiekben említett 

regressziós lehetőségek minden olyan kombinációját kipróbáltuk, amit a használt szoftver 

aktuális verziója megengedett. 
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4.1.6.5. A mindet-egyszerre és a páronkénti illesztés 

Ha egy egyszerű, torzítatlan E/c görbéhez egynél több összetett, torzult E/c görbe 

tartozik, az illesztés globális formája kétféleképpen is végrehajtható: egyrészt az összes 

görbén egyidejűleg („mindet-egyszerre” mód), másrészt egyidejűleg csak két görbén, melyek 

közül az egyik mindig az egyszerű, torzítatlan E/c görbe („páronkénti” mód). Ily módon tehát 

páronkénti illesztésből annyit kell elvégezni, amennyivel több összetett, torzult E/c görbe 

van, mint egy. A két lehetőség közötti két könnyen belátható különbség az, hogy a mindet-

egyszerre mód gyorsabb, a páronkénti mód pedig nagyobb befolyást ad az eredményre az 

egyszerű, torzítatlan E/c görbéknek. (Individuális regresszió során minden összetett, torzult 

E/c görbe külön kerül illesztésre, ezért nincs jelentősége annak, hány tartozik egy egyszerű, 

torzítatlan E/c görbéhez.) 

4.1.6.6. Egyéb, a regresszióhoz kapcsolódó beállítások 

Az RRM alkalmazásakor – a minél nagyobb megbízhatóság érdekében – mindig 

illesztettünk az átlagolt E/c görbe adatokra is, a későbbi vizsgálatok során pedig már csak 

azokra (míg az egyedi, egyetlen preparátum viselkedését tükröző E/c görbékre nem). Az 

átlagolást a GraphPad Prism szoftver végezte el, miután az egyedi adatokat a megfelelő 

adatlapra („replicate values in side-by-side subcolumns”), csoportosítva vittük be. Az 

egyszerű átlagolással szemben ennek az volt az előnye, hogy így nem vesztettük el az 

individuális adatokban rejlő információkat (sem az átlagolt görbék, sem az illesztés 

vonatkozásában). Ezt fejezik ki a görbék y értékeinél feltüntetett szórás (SEM) és az illesztés 

precizitását jellemző adatok (pl. a regressziós paraméterek 95%-os CI-a). 

Minden további (fentebb nem említett), illesztéssel kapcsolatos beállításhoz az 

alapértelmezett opciót választottuk. A kivételeket és az említésre érdemes eseteket az 

alábbiakban foglaljuk össze. 

Egy csoporton belül az azonos x értékhez tartozó y replikátumokat („replicates”) 

egyedi pontoknak („individual points”) vettük, ahogy azt a szoftver készítői ajánlották, 

kivéve az 1/SD2-tel való súlyozást, ami választást nem engedve a replikátumok átlagával 

számolt. 

Annak beállításánál, hogy a szoftver hogyan ellenőrizze, hogy a kísérleti adatok 

mennyire határozzák meg a modellt, mindkét opciót használtuk: „identifying ambiguous fits” 

és „identifying unstable parameters”. Ennek oka, hogy az „identifying ambiguous fits” (ami 

a paraméterek összefonódásának mértékét jellemzi) több becslést szolgáltatott a torzító 

koncentrációra, mint az „identifying unstable parameters” (vagyis az alapértelmezett opció). 
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Amikor az RRM-hez az „identifying unstable parameters” opciót használtuk, néhány becslés 

hiányzott (melyeket az „identifying ambiguous fits” opció egyébként kétértelműnek jelölt), 

a többi becslés azonban lényegében azonos értékekkel és 95%-os CI-kal rendelkezett. 

A 95%-os CI-ok kiszámításakor az alapértelmezett beállítás szinte minden esetben az 

„asymmetrical” volt. Ahol nem, ott az alapértelmezett beállítás helyett az „asymmetrical” 

opciót választottuk. 

 

4.1.7. Nukleozid transzport gátló jelenlétében felvett adenozin E/c görbe korrekciója 

Korrekciós módszerünk összetett, torzult E/c görbe hatás értékeinek korrekciójára 

alkalmas, amennyiben ismert a torzító hatás nagysága. Vizsgálataink során ezzel az eljárással 

az NBTI jelenlétében felvett adenozin E/c görbék hatás értékeit korrigáltuk az ENT1 gátlás 

miatt interstitialisan akkumulálódott endogén adenozin torzító hatására, amihez NBTI 

hiányában és jelenlétében felvett CPA E/c görbék adatait használtunk fel. Mivel az endogén 

adenozin többletének pontos értéke végig ismeretlen maradt számunkra, a korrigált hatás 

értékeket továbbra is csak az exogén (tehát nem az exogén+endogén) adenozin koncentráció 

logaritmusának függvényében voltunk kénytelenek ábrázolni. 

Az összetett, korrigált E/c görbéken a maximális hatás (Emax) értéke megbízhatóbban 

ítélhető meg, ezért bomlékony agonisták esetében ezek a görbék alkalmasabbak a receptor 

rezerv megbecslésére, mint az összetett, torzult görbék. Ez utóbbiak a bomlékony agonisták 

rosszul használható egyszerű, torzítatlan E/c görbéi helyett kerülhetnek felvételre az adott 

agonista eliminációjának valamilyen gátlószere jelenlétében, ami miatt viszont az ugyanazon 

receptort aktiváló endogén agonista felszaporodik és ez a koncentráció többlet torzító hatást 

hoz létre (ami deprimálja a torzult görbe Emax-át). 

4.1.7.1. Az eredetileg leírt módszer 

A korrekciós módszer eredeti formája két feltételezésen alapult: 1.) az NBTI (azonos 

koncentrációja) ugyanakkora interstitialis adenozin koncentráció növekedést okoz bármely 

agonista (ebben a két vizsgálatban CPA és adenozin) E/c görbéjének felvétele előtt; 2.) az 

NBTI (azonos koncentrációja) ugyanakkora interstitialis adenozin koncentráció növekedést 

okoz az FSCPX-előkezelt és az anélküli pitvarokon. Ez utóbbiból kiindulva a korrekcióhoz 

egyetlen cx-et határoztunk meg: azt, amelyik az FSCPX előkezelés nélküli állapotban 

jellemzi az NBTI okozta interstitialis adenozin-szint növekedést (ehhez egy NBTI hiányában 

és egy NBTI jelenlétében felvett CPA E/c görbére volt szükségünk). 
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A Hill egyenletbe a cx-et koncentrációként beírva és a Hill paramétereket az NBTI-

mentes CPA E/c görbe Hill paramétereinek értékén rögzítve megkaptuk a cx-hez (mint CPA 

koncentrációhoz) tartozó hatást (Ex), ami egyenlő az NBTI által akkumulált többlet 

interstitialis adenozin hatásával, vagyis a torzító hatással: 

Mivel az FSCPX-előkezeletlen illetve előkezelt pitvarok (natív illetve depletált A1 

receptorkészletük okán) eltérő nagyságú választ adnak A1 receptor agonistákra, az Ex-et 

meghatároztuk mind az FSCPX-előkezelt, mind az anélküli NBTI-mentes CPA E/c görbék 

Hill paramétereinek segítségével. 

Ahhoz, hogy az Ex segítségével megkapjuk az adenozin E/c görbék torzult hatás 

értékeihez tartozó korrigált hatás értékeket, az RRM alapegyenletének ide adaptált formáját 

használtuk. 

Az FSCPX-előkezeletlen, NBTI-kezelt adenozin E/c görbe korrekciójához az 

FSCPX- és NBTI-mentes CPA E/c görbe adataiból számolt Ex-et használtuk, míg az FSCPX-

előkezelt, NBTI-kezelt adenozin E/c görbééhez az FSCPX-előkezelt, NBTI nélküli CPA E/c 

görbe adataiból számolt Ex-et. 

Az RRM később bemutatandó alapegyenlete írja le a kapcsolatot a valós 

(szabályszerűen meghatározott) hatás, a torzult hatás és a torzulás okának (valós) hatása 

között. Mivel a korrekció célja megkapni a valós hatást a torzult hatásból, az RRM 

átrendezett alapegyenlete alkalmas erre. A régi korrekciós módszert két vizsgálatunkban 

kizárólagos jelleggel használtuk, egy következőben pedig (utoljára) az új módszerrel való 

összehasonlítás kedvéért. 

4.1.7.2. Az új, javított módszer 

Az új módszer annyiban különbözik a régitől, hogy már nem feltételezi az FSCPX 

előkezelés semleges voltát az NBTI jelenlétében felszaporodott endogén adenozin 

mennyisége szempontjából. Ennek megfelelően a korrekcióhoz két cx-et határoztunk meg, 

egyet az FSCPX előkezelés nélküli, egy másikat az FSCPX-előkezelt pitvarokon (az RRM 

modellt mindkét esetben az NBTI jelenlétében felvett CPA E/c görbére illesztve). Az FSCPX 

előkezelés nélküli pitvarok esetében az RRM modellhez a natív CPA E/c görbe Hill 

paramétereinek értékét használtuk, míg az FSCPX-előkezelt pitvaroknál az FSCPX-

előkezelt, de NBTI-mentes pitvarokon felvett CPA E/c görbe Hill paramétereinek értékét. A 

két cx értékkel a fentebb leírt módon korrigáltuk az NBTI jelenlétében felvett adenozin E/c 

görbéket: az FSCPX nélküli állapotra vonatkozót az FSCPX előkezelés nélküli E/c görbéhez, 

az FSCPX hatására vonatkozót pedig az FSCPX-előkezelt E/c görbéhez. Jelenleg ezt a 
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módszert ajánljuk korrekcióra egy bomlékony agonistára vonatkozó receptor rezerv 

meghatározásakor (a fentiekben tárgyalt körülmények fennállása esetén). 

 

4.1.8. Az ex vivo adatok feldolgozása 

Az adatok eloszlásának normalitását kezdetben Kolmogorov-Szmirnov, majd 

D’Agostino-Pearson omnibus és/vagy Shapiro-Wilk teszttel ellenőriztük. A varianciák 

homogenitását először Bartlett, a későbbiekben pedig Brown-Forsythe teszttel vizsgáltuk. 

Normális eloszlást mutató csoportot egy hipotetikus értékkel (pl. egy számolt – tehát 

nem mért – koncentrációval) egymintás Student-féle t teszttel hasonlítottunk össze. Ha az 

eloszlás nem volt normális, Wilcoxon tesztet használtunk. 

Normális eloszlást és homogén varianciákat mutató két csoportot kétoldalú, kétmintás 

Student-féle t teszttel (önkontrollos esetben párosítottal, egyébként párosítatlannal) 

hasonlítottunk össze. Ha két normális eloszlású csoport varianciái különbözőek voltak, 

Welch-korrigált t tesztet használtunk, nem normális eloszlás mellett pedig Mann-Whitney U 

tesztet. 

Korábbi vizsgálatainkban egyutas varianciaanalízist (ANOVA) akkor alkalmaztunk, 

ha kettőnél több olyan csoportot kellett összehasonlítani, amelyek mindegyikében normális 

volt az eloszlás és a varianciáik sem különböztek szignifikánsan. Később csak a normális 

eloszlás volt az ANOVA feltétele, mivel inhomogén varianciák mellett Geisser-Greenhouse 

korrekciót alkalmaztunk, végül pedig ilyen esetekben Welch-korrigált ANOVA-t végeztünk. 

Az egyutas ANOVA-t korábbi munkáinkban Newman-Keuls poszt-teszt, később Tukey 

poszt-teszt vagy (Welch-korrekció esetén) Dunnett-féle T3 poszt-teszt követte. Kettőnél több 

csoportot, ha nem feleltek meg az ANOVA feltételeinek, Kruskal-Wallis teszttel 

hasonlítottunk össze, Dunn poszt-teszttel kiegészítve. 

Ha kettőnél több csoport összehasonlítása során két különböző szempont is felmerült 

(pl. az in vivo és az ex vivo kezelés hatásai), ezek lehetséges interakcióját – normális eloszlás 

és homogén varianciák mellett – kétutas ANOVA alkalmazásával vizsgáltuk, ami után 

kezdetben Bonferroni poszt-tesztet, a későbbiekben (amikortól elérhetővé vált) Sidak poszt-

tesztet végeztünk. 

A véletlen oki szerepét p < 0.05 esetén vetettük el. 

Ahol a cél az RRM vizsgálata volt, ott az RRM adott módon való kivitelezését 

elsősorban annak pontossága (accuracy) és precizitása (precision) alapján ítéltük meg (kisebb 
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részben pedig a kivitelezés kényelme alapján). A becslés pontosságát a regressziós paraméter 

értékének (ha az cx volt) illetve numeruszának (ami cx, ha a regressziós paraméter a logcx 

volt) távolsága jellemezte a torzító koncentrációtól (cbias; amit mi hoztunk létre, tehát ismert 

volt). A becslés precizitását a regressziós paraméter (cx vagy logcx) érték 95%-os CI-ának 

szélessége jellemezte (mindkét idevágó vizsgálatunkban), míg a görbeillesztés precizitását a 

95%-os megbízhatósági és előrejelzési sávok szélessége (a második ilyen vizsgálatunkban). 

Robusztus illesztés esetén csak a pontosság volt megítélhető, a precizitás nem. 

A statisztikai elemzés, a görbeillesztés és az ábrák készítése GraphPad Prism for 

Windows szoftverrel történt, melyeknek 4-től 10-ig terjedő verzióit használtuk (GraphPad 

Software Inc., La Jolla, CA, USA). Az egyéb számításokhoz a Microsoft Excel szoftver 

2000-2016 verzióit vettük igénybe (Microsoft Co., Redmond, WA, USA). 

 

4.2. Az in silico vizsgálatokban használt módszerek 

Az első szimulációs vizsgálatban az RRM tesztelése volt a cél, melyhez célszerű, de 

önkényesen megválasztott tulajdonságokkal rendelkező in silico rendszereket használtunk. 

A második és harmadik szimulációs vizsgálat célja az NBTI és az FSCPX interakciójának 

vizsgálata volt, melyhez az RRM nélkülözhetetlen eszközként szolgált. Az utóbbi két 

vizsgálatban kialakított két in silico rendszer létrehozásának célja két korábbi ex vivo 

vizsgálat eredményeinek reprodukálása volt. 

4.2.1. Az első szimulációs vizsgálat 

Az első szimuláció célja az RRM pontosságának és megbízhatóságának vizsgálata 

volt a legkülönbözőbb agonisták és rendszerek kombinációi esetén. Először in silico 

agonistákat és rendszereket definiáltunk, majd E/c görbéket szerkesztettük az agonizmus 

operatív modelljének egyenleteivel. Az operatív modell a receptorfunkció általános és 

kvantitatív modellje, ami átmenetet képez az empirikus és a mechanisztikus modellek között. 

A modell alapegyenletével egyetlen agonista hatását fejeztük ki, a kibővített egyenletével 

pedig két agonista együttes hatását. Ez utóbbiban az egyik agonistát egyetlen koncentrációval 

vettük figyelembe, ami a (későbbiek során) figyelmen kívül hagyott agonista koncentrációt 

modellezte (torzító koncentráció), míg a másikat több koncentrációval is szerepeltettük (teszt 

agonista), amivel E/c görbe felvételét szimuláltuk. 
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4.2.2. A második szimulációs vizsgálat 

A második szimuláció célja hét ex vivo E/c görbe minél pontosabb in silico 

reprodukálása volt a szimulációhoz használt egyenletekben lévő paraméterek értékeinek 

változtatása, illetve a szimuláció feltételezéseit tükröző matematikai műveletek megfelelő 

megválasztása révén. A reprodukálandó ex vivo E/c görbék egy korábbi vizsgálatból 

származtak. Elméleti keretként itt is az agonizmus operatív modelljének egyagonistás és 

kétagonistás egyenletét használtuk. Az egy agonista hatását leíró egyenlettel létrehozott 

függvények itt is mint egyszerű, torzítatlan E/c görbék jelentek meg, míg a két agonista 

együttes hatását leíró egyenlettel generált függvények adták az összetett, torzítatlan E/c 

görbéket. A magát egyetlen koncentrációval képviselő agonista az ENT1 gátlás által 

interstitialisan felhalmozott endogén adenozint modellezte, míg a másik, több 

koncentrációban figyelembe vett agonista a E/c görbe felvételéhez használt agonistát. 

 

4.2.3. A harmadik szimulációs vizsgálat 

A kiindulási értékek és feltételezések változtatásával ebben a szimulációban négy 

modellt és a 4. modellhez két variánst hoztunk létre. Mindegyik modell (illetve 

modellvariáns) nyolc E/c görbét tartalmazott. A cél egy előző vizsgálatból származó nyolc 

ex vivo E/c görbe alakjának és egymáshoz képesti helyzetének minél tökéletesebb 

reprodukálása volt. Az in silico vizsgálat elméleti kerete harmadik szimulációnk során is az 

agonizmus operatív modellje volt. 

 

4.2.4. Az in silico adatok feldolgozása 

A koncentrációt kifejező mennyiségek (agonista koncentráció, EC50, cx) a 

görbeillesztésére használt egyenletekben 10-es alapú logaritmusként szerepeltek (a c = 10logc 

összefüggés szerint) a használt szoftver gyártójának ajánlása szerint. Az egyszerű 

számításokat Microsoft Excel 2013 illetve 2016 segítségével végeztük (Microsoft Co., 

Redmond, WA, USA). A görbék szerkesztését és regresszióanalízisét GraphPad Prism 7.03 

illetve 8.1.1 for Windows szoftverrel végeztük (GraphPad Software Inc., La Jolla, Kalifornia, 

USA). 
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5. A receptoriális válaszkészség módszer (RRM) 

vizsgálata 

5.1. Az RRM kifejlesztése 

Truth is stranger than fiction, but it is because 

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

Az igazság meghökkentőbb, mint az elmélet, mivel 

az elméletnek összhangban kell lennie a 

lehetőségekkel, míg az igazságnak nem 

Mark Twain 

5.1.1. Az RRM hipotézisének felállítása 

A nukleozid transzport gátlókat (nitrobenziltioinozin-származékok, dipyridamol, 

draflazin) régóta alkalmazzák az adenozin receptoriális hatásainak fokozására. Mivel nettó 

adenozin termelés csak energetikai egyensúlyban jellemző az interstitiumra, ezt a hatásukat 

csak fiziológiás (vagy közel fiziológiás) viszonyok közepette fejtik ki. Az adenozin a 

supraventricularis myocardium A1 receptorainak mediálásával erőteljesen és jól mérhetően 

csökkenti a kontrakciós erőt, ezért a pitvari negatív inotróp hatást sok vizsgálatban mérték az 

A1 receptor funkció megbízható jellemzőjeként. 

A fentiekkel összhangban a normoxiás körülmények között működő, izolált, ingerelt 

tengerimalac bal pitvaron az NBTI látványosan balra tolja az adenozin E/c görbéjét. Ennek 

oka, hogy az NBTI a befelé irányuló nukleozid transzport gátlása révén megvédi a E/c görbe 

felvételéhez beadott adenozint az intracelluláris eliminációtól, így az már mintegy másfél 

nagyságrenddel kisebb szervkádbeli koncentráció mellett is ki tudja váltani ugyanazokat a 

hatás értékeket. Ehhez a jelentős balra tolódáshoz képest szinte elhanyagolhatónak tűnik a 

maximális hatás enyhe vagy mérsékelt csökkenése NBTI jelenlétében, ami azonban nincs 

összhangban az NBTI hatásnövelő sajátosságával. Ez az Emax csökkenés, ha eltérő mértékben 

is, de konzekvensen jelentkezett minden eddigi vizsgálatunk során. 

A jelenség okáról hipotézist állítottam fel, ami abból indult ki, hogy az NBTI az 

endogén adenozin eloszlását ugyanúgy befolyásolja, mint az exogén (beadott) adenozinét. 

Lévén megfelelő oxigén- és tápanyagellátás mellett az adenozin transzport az izolált 

pitvarban is a sejtekbe irányul, a transzport gátlása az endogén adenozin interstitialis 

felhalmozódásához kell, hogy vezessen. Ha ez eléri azt a mértéket, hogy számottevően 
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aktiválja a cardiomyocyták felszíni A1 receptorait, akkor a nyugalmi kontrakciós erő már az 

NBTI-vel végzett inkubációs időszakban csökkenni fog. Mivel erre a E/c görbe felvétele előtt 

kerül sor, a görbe felvételekor meghatározott kiindulási kontrakciós erő (ami a negatív 

inotróp hatás meghatározásának alapja) kisebb lesz, ami miatt kisebb lesz az A1 receptor 

ingerléssel kiváltható maximális hatás is, mármint ami a (nyugalmi értéknél kisebb) 

kiindulási kontrakciós erőből számítható. Ez a hatáscsökkenés tehát nem a biológiai rendszer 

teljesítőképességének csökkent voltát jelzi, hanem az endogén adenozin interstitialis 

többletének figyelembe nem vett hatása miatti jelenség (vagyis szigorúan véve egy 

szisztematikus hiba). 

 

5.1.2. Figyelembe nem vett agonista-többlet hatása a E/c görbére 

An equation is something for eternity 

Egy egyenlet az örökkévalóság 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, amiről beszélsz, és kifejezni 

számokban, akkor tudsz róla valamit 

William Thomson (Lord Kelvin) 

 

Az RRM elvét legjobban a következő gondolatkísérlettel lehet szemléltetni. Vegyünk 

egy agonistát, annak receptorát és egy biológiai rendszert, amelyikben az agonista nem 

bomlik és nincs receptor down-regulation illetve deszenzitizáció. Ha az agonistamentes 

rendszerbe beadjuk az agonista egy (gyakorlatilag) maximális választ kiváltó dózisát, 

megkapjuk a maximális hatást, amelyet – szabályszerűen – a kiinduláskor mérhető nyugalmi 

állapothoz képest határozunk meg. Ha ebbe a rendszerbe még egyszer beadjuk ugyanazt a 

dózist, nem történik változás, marad a receptorok maximális aktivációja, a hatás általunk 

meghatározott értéke viszont attól függ, mit tekintünk kiindulási állapotnak. Ha az első dózis 

beadása előtti állapotot, akkor a hatás értéke a (már az előbb is megkapott) maximum lesz, 

ha viszont a második dózis beadása előtti állapotot, akkor nulla. Ezzel összhangban, ha az 

agonistamentes rendszerbe szubmaximális hatást kiváltó agonista dózist adunk be kétszer, és 

a viszonyítási alap a nyugalmi állapot, a második beadás után kapott hatás érték nagyobb 
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lesz, mint az első után kapott. Ha viszont az első beadás utáni állapotot vesszük kiindulási 

állapotnak, kisebb választ kapunk, mint elsőre. Ennek az a magyarázata, hogy az első dózissal 

beadott agonista molekulák a receptorok egy részéhez kötődve és azokon hatás kiváltva 

„elhasználják” a rendszer válaszkészségének egy részét, ezért a második dózissal beadott 

agonista molekulák számára már a maximálisnál kisebb válaszkészség állt rendelkezésre. 

Ennek szélső esete, ha már az első beadáskor (gyakorlatilag) maximális választ kapunk, 

ilyenkor másodjára mindig teljes válaszképtelenséget tapasztalunk (amennyiben a kiindulási 

állapot közvetlenül az adott dózis beadása előtti állapot). 

Ennek a jelenségnek természetesen semmi köze a receptor deszenzitizációhoz. 

Deszenzitizációról akkor beszélünk, amikor a hatás úgy marad el a várakozástól, hogy a 

beadott agonista ugyanannyi szabad kötőhelyű receptorral találkozik. A fenti esetben csak 

látszólag csökkent a válaszkészség, mert nem vettük figyelembe a rendszerben lévő agonista 

molekulák azon részét, amelyik már az adott dózis beadása előtt jelen volt és azóta is részt 

vesz a hatás kiváltásában. 

A fenti jelenség akkor is létrejön, ha a másodjára beadott agonista más, mint az első, 

csak a rendszerben (részben vagy egészben) ugyanazt a jelátviteli rendszert használja. Ehhez 

még az sem szükséges, hogy ugyanazt a receptort aktiválják, elég, ha mindketten képesek az 

általunk mért válasz kiváltására, tehát ugyanazt a válaszadási kapacitást (tehát annak 

molekuláris hátterét) használják. 

A fentiek alapján kvantitatíve kifejezhető a torzult hatás és a hozzá tartozó intakt hatás 

kapcsolata (az RRM alapegyenlete). Az intakt hatást általában nem ismerjük, de kifejezhetjük 

a receptorműködés egy egzakt modellje segítségével (az RRM kombinált egyenlete). A Hill 

egyenlet és az RRM alapegyenletének kombinációja olyan összefüggést eredményezett, ami 

megfelelő E/c adatokra individuálisan illesztve alkalmas a cx, globális illesztés esetén pedig 

a cx és a Hill paraméterek kísérletes E/c adatokból való meghatározására. Ennek megfelelően 

az RRM kombinált egyenletét az RRM modelljének nevezzük. 

 

5.2. Az RRM tulajdonságainak in silico vizsgálata 

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 győződjünk meg a tényről, mielőtt az ok miatt 

aggódnánk. Ez a módszer lassú ugyan, de legalább elkerüljük azt a 

nevetséget, hogy olyasminek az okát találjuk meg, ami nincs. 

Bernard Le Bouyer de Fontenelle 

Első szimulációs vizsgálatunk tárgya maga az RRM volt. Az RRM individuális 

regresszióval való alkalmazása egy 3 vagy 4 konstanst (a 3 Hill paramétert vagy a 4 Richards-

féle paramétert), 2 változót (x: koncentráció, y: hatás) és 1 variábilis paramétert (cx) 

tartalmazó egyenlet illesztését jelenti egy olyan E/c görbére, amit egyetlen figyelembe nem 

vett agonista koncentráció, valamint több, a E/c görbe felvétele során beadott, figyelembe 

vett agonista koncentráció együttesen alakított ki. Az RRM célja eredetileg a figyelembe nem 

vett (így a E/c görbét „torzító”) koncentráció meghatározása a figyelembe vett („teszt”) 

koncentrációkra adott válaszoknak a torzítatlan válaszokhoz képesti eltérése alapján. 

Gyakorlati szempontból fontos különbség van azon két eset között, amikor a torzító 

koncentráció és a teszt koncentrációk ugyanahhoz az agonistához tartoznak, illetve amikor 

nem. Már az ezt vizsgáló első szimulációnk előtt is reménykeltő volt azonban, hogy a 

muszkarin receptor agonista metakolin torzító koncentrációját figyelemre méltó 

pontossággal sikerült meghatározni A1 receptor agonista CPA-val, mint teszt agonistával. 

Elvi szinten megbízhatóbbnak ígérkezik a meghatározás, ha a torzító és a teszt 

agonista azonos, de a biológiai rendszer tulajdonságai ekkor is hatással lehetnek az 

eredmények pontosságára. Különböző torzító és teszt agonista esetében az RRM pontosságát 

az agonisták eltérő tulajdonságai is befolyásolhatják. Első szimulációnk célja tehát a 

különböző agonisták (illetve agonista-kombinációk) és farmakológiai rendszerek hatásának 

vizsgálata volt az RRM alkalmazhatóságára. Az in silico modellezés előnye, hogy olcsó és 

igen tág határok közé terjeszthető ki. Hátránya, hogy a kiindulási feltételezéseket (az ezeket 

magukba foglaló egyenleteket) és az alkalmazott műveleteket nagy körültekintéssel kell 

megválogatni. Különösen igaz ez a szükségszerű kiindulási és menet közben bevezetett 

egyszerűsítésekre és elhanyagolásokra, amelyek ronthatják a szimuláció eredményességét. 

Az agonisták és a rendszer tulajdonságait az agonizmus operatív modelljének 

segítségével definiáltuk, mivel általános (gyakorlatilag mechanizmusfüggetlen), külön kezeli 

az affinitást (K) és a hatékonyságot (τ), szimmetrikus és aszimmetrikus E/c görbéket is 

meghatároz (nop), továbbá van egy olyan kiterjesztése, ami ugyanazon receptor két különböző 

agonistájának egyidejű hatását is figyelembe tudja venni. Az operatív modell egyik hibája, 

hogy nem tartalmazza a del Castillo-Katz sémát (vagy ennek valamely változatát), ami 

megkülönbözteti az agonista-receptor komplex két (egymással egyensúlyt tartó) formáját: 
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ami funkcionálisan inaktív receptort tartalmaz és amelyik aktívat. Az operatív modell másik 

hibája, hogy egyes paramétereinek bizonyos állandó értékeken való rögzítésével nem 

vezethető vissza egyszerűbb receptorműködési modellekre. A jelen vizsgálatban az affinitást 

az agonista-receptor komplex ekvilibrium disszociációs konstansaként definiáltuk 

(„mikroszkópos affinitás”), a τ-t pedig az agonista-receptor komplex kialakulása utáni összes 

(a receptor aktivációjától a mért hatásig tartó) esemény jellemzőjeként. Ezzel áthidaltuk az 

operatív modellben rejlő hibalehetőséget, vagyis az affinitás és a jelerősítő funkció 

összemosódását, ami a modell görbeillesztésre való használatakor jelentkezik (és ami miatt 

az így meghatározott affinitás „makroszkópossá” válik). 

Az operatív modellben szereplő paraméterek közül a következők voltak a legnagyobb 

hatással az RRM pontosságára: cbias, nop és τ (különösen a torzító és a teszt agonista τ aránya). 

Az nop fiziko-kémiai értelmezése nem könnyű (ezért egyes receptor modellek nem is 

tartalmaznak ehhez hasonló meredekségi tényezőt), viszont látványosan befolyásolja a E/c 

görbék alakját, köztük a szimmetriáját. A KA (affinitás) értékének semmilyen hatása nem volt 

az RRM-re. Mivel az Em egyformán érintette a torzító és a teszt agonista hatásait, 

változtatásának nem volt különösebb jelentősége a jelen szimulációban. 

Összegezve: 1.) az RRM általában elég pontos becslést adott a cbias-ről akkor is, ha a 

torzító és a teszt agonista jelentősen különbözött; 2.) negatív hatás értékeket felvevő E/c 

görbére az RRM modellje nem illeszthető; 3.) az RRM illesztett függvényének lefutásából 

valamelyest következtetni lehet az RRM becsléseinek megbízhatóságára. 

Noha az nop 1-től különböző értékeinek az RRM becslési pontosságára kifejtett 

kedvezőtlen hatása alapján racionális elképzelésnek látszott, hogy az RRM modelljébe az 

aszimmetrikus függvényeket is jól kezelő Richards egyenletet építsük be, ennek kipróbálása 

nem hozott komoly javulást sem a becslési pontosságban, sem az RRM egyéb hibáinak 

kiküszöbölésében. Ez azt jelenti, hogy az RRM Hill egyenletet magában foglaló modelljét 

nincs ok lecserélni egy bonyolultabbra az aszimmetrikus E/c görbék kedvéért. 

Figyelembe véve az RRM ex vivo tesztelése és in silico elemzése során szerzett 

tapasztalatokat, az RRM alkalmazásának feltételeit a következőképpen összegezhetjük 

(melyek teljesülésének mértéke befolyásolja a módszer pontosságát): 

1.) A hatásnak pontosan mérhetőnek kell lennie. 

2.) A teszt agonista legyen stabil és jól penetráló, ezáltal koncentrációi legyenek 

pontosan számíthatóak. 

3.) A cbias ne változzon a meghatározás alatt. 
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4.) Az Ebias a teszt agonista torzítatlan E/c görbéjén – szemilogaritmikus ábrázolás 

mellett – essen az alsó és felső görbület közötti, kvázi lineáris szakaszra. Ez a szakasz foglalja 

magába az adott receptor biológiai szerepe szempontjából legfontosabb koncentráció-

tartományt. 

5.) A meghatározás alatt a receptorok érzékenysége ne változzon. Mivel agonista 

(főleg full agonista) tartós expozíciója esetén a receptorok idővel down-regulálódnak és/vagy 

deszenzitizálódnak, az RRM alapvetően akut (esetleg szubakut) koncentráció-növekedés 

becslésére alkalmas még az érzékenységüket jól megtartó receptorok esetében is. Az A1 

receptor (szerencsénkre) a kimondottan lassan down-regulálódó illetve deszenzitizálódó 

receptorok közé tartozik. 

6.) Ha a torzító és a teszt agonista nem azonos, farmakodinámiás tulajdonságaikban 

hasonlítsanak egymásra. A minimális követelményen (váltsanak ki legalább egy közös hatást 

ugyanazokon a sejteken) túl említést érdemel, hogy a teszt agonista Emax-ának érdemes közel 

lennie a torzító agonista Emax-ához az adott rendszerben. Ekkor ugyanis, ha az Ebias a teszt 

agonista torzítatlan E/c görbéjének középső szakaszára esik, akkor a torzító agonista saját 

torzítatlan E/c görbéjén is a középső szakaszra fog esni, ami növeli a becslés pontosságát. 

7.) Ha választani kell egy a torzító agonistáénál kisebb illetve egy nagyobb 

hatáskiváltó képességű (efficacy-jű) teszt agonista között, a kisebbet érdemes választani. A 

teszt agonista efficacy-jének alsó határát az a jelenség jelöli ki, amikor a cbias jelenlétében a 

teszt agonista koncentrációfüggő negatív hatást vált ki: ilyen E/c görbére az RRM modellje 

nem illeszthető. 

 

5.3. Az RRM tulajdonságainak ex vivo vizsgálata 

Az RRM regressziós sajátosságaival foglalkozó két ex vivo vizsgálatunkban azonban 

minden korábbi szokásunkat, így a fentebb említett két feltevésünket is leellenőriztük. 

Célunk annak felderítése volt, hogy milyen illesztési módok és a görbeillesztést végző 

szoftver milyen beállításai mellett lesz a legjobb az RRM becsléseinek pontossága és 

precizitása (megbízhatósága). Emellett, az előbbiekhez képest kisebb súllyal, értékelési 

szempont volt az RRM vizsgált kivitelezési lehetőségeinek kényelmi szintje is. A regresszió 

mikéntjét ezzel foglalkozó két vizsgálatunkban hat fő összetevőre bontottuk: 

1.) az algebrailag egyébként ekvivalens RRM modellek formai sajátosságai: 

bonyolultabb (nincs benne osztás cx-szel) vagy egyszerűbb (tartalmaz cx-szel való osztást) 
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2.) az intakt és a torzult E/c görbék illesztésének kapcsoltsága: külön (individuális 

avagy lokális regresszió) vagy egyszerre (globális regresszió) 

3.) globális regresszió esetén az egyszerre illesztett modellek száma: egy modell 

(csak az RRM modellje) vagy két modell (a Hill modell és az RRM modell) 

4.) globális regresszió esetén az egyszerre illesztett E/c görbék száma: két E/c görbe 

(páronkénti mód) vagy kettőnél több E/c görbe (mindet-egyszerre mód) 

5.) az egyes x értékhez tartozó y replikátumok eloszlása: inkább Gauss-féle 

(hagyományos illesztés) vagy inkább Lorentz-féle (robusztus illesztés) 

6.) a különböző x értékhez tartozó y replikátumok szórása: azonos, vagyis a mért y 

adatok homoszkedasztikusak (nem súlyozott illesztés) vagy eltérő, tehát az adatok 

heteroszkedasztikusak (súlyozás). 

Az RRM regressziós tulajdonságaival foglalkozó két ex vivo vizsgálatunk E/c 

görbéihez három agonista került felhasználásra: NECA, CPA és CHA. A NECA A1 és A2 

receptor agonista, a CPA és a CHA pedig szelektív A1 receptor agonista. Mindhárom 

szintetikus vegyület az adenozinnál rosszabb szubsztrátja az adenozinra specifikus 

enzimeknek és carrier-eknek, ennek megfelelően féléletidejük is lényegesen nagyobb. A 

NECA, a CPA és a CHA hatásait közvetítő posztreceptoriális jelátviteli utak ugyan azonosak, 

ezek aktivációjának arányai azonban valamelyest különböznek a három agonista esetében. 

Az RRM bemeneteként legalább két (típusú) E/c-görbe szükséges: egy „intakt” E/c-

görbe (vagyis egyszerű, torzítatlan), ami megjeleníti az E/c-görbék létrehozásához használt 

agonista hatását az intakt válaszkészséggel rendelkező rendszerben, és egy „torzult” (vagyis 

összetett, torzult), ami ugyanennek az agonistának a hatását mutatja a csökkent 

válaszkészségű rendszerben. Az RRM modelljét a torzult E/c görbére kell illeszteni az intakt 

E/c görbében tárolt információk felhasználásával. Ezen információk átvitelének módja 

különbözteti meg az egyéni (lokális) regressziót, az egymodelles globális regressziót és a 

kétmodelles globális regressziót, mint az RRM kivitelezésének három lehetőségét. Ezekben 

a vizsgálatainkban egyik célunk az volt, hogy kiderítsük, e háromból melyik lehetőség az 

optimális az RRM-hez. Ezenkívül a kétmodelles globális illesztést alternatív lehetőségként 

felhasználtuk a logcx jelentőségének tisztázásához is az RRM modelljében (elsősorban az 

intakt E/c görbék illesztése szempontjából, lásd a későbbiekben). 

A regresszió – legalábbis nem-matematikusok számára – különös sajátossága, hogy 

eltérő, de algebrailag ekvivalens kifejezések illesztése vezethet különböző eredményekre is. 

Ebből logikusan következően vizsgálataink másik célja annak feltárása volt, hogy az RRM 

modelljének egyszerűsítése javíthatja-e az RRM teljesítményét. Mivel a vizsgálatunkban 
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használt egyszerűsítés cx-szel való osztást tartalmazott (miközben meg kellene engedni, hogy 

a cx nulla is lehessen), az egyszerűbb modellel kapott eredmények tükrözhetik mind az 

egyszerűsítés, mind a cx-szel való osztás következményeit. 

A különböző, de algebrailag ekvivalens egyenletek által szolgáltatott különböző 

eredményekkel összefüggésben javasolták, hogy a görbeillesztésre szánt modellekben a 

lognormális (Galton) eloszlást követő paraméterek (pl. koncentráció) 10-es alapú 

logaritmusként szerepeljenek, hogy a regressziós paraméter értékéhez szimmetrikus CI-okat 

lehessen kapni. Az RRM modelljében a torzító koncentráció mint logaritmus (logcx) és mint 

numerusz (cx) egyaránt kifejezhető, ami befolyásolhatja az illesztés eredményét. Mivel 

azonban a vizsgálataink során használt görbeillesztő szoftver az aszimmetrikus CI-kat is jól 

kezelte, indokoltnak tűnt újra átgondolni, hogy a torzító koncentráció melyik formája a jobb 

illesztéshez. Vizsgálataink során az RRM három különböző, de algebrailag egyenértékű 

modelljét használtuk annak feltárására, hogy a következő három módosítás milyen hatást 

gyakorol az RRM pontosságára és precizitására: 1) az RRM modelljének egyszerűsítése; 2) 

cx-szel való osztás az RRM modelljében (elválaszthatatlan az egyszerűsítéstől); és 3) a torzító 

koncentráció formájának megváltoztatása (cx vagy logcx) az RRM modelljében. 

Az eddig említett regressziós módok kombinálhatók két további illesztési móddal, a 

hagyományos és a robusztus regresszióval, amelyekkel figyelembe vehető az adatpontok 

szórásának eloszlása a kapott regressziós görbe körüli. Ha ez az eloszlás normális, 

hagyományos illesztést érdemes alkalmazni, ha inkább a Lorentz-féle eloszláshoz áll közel, 

akkor robusztus regressziót. (A normális és a Lorentz eloszlás egyébként a t-eloszlás két 

szélsősége a szabadsági fokok számára vonatkozóan: előbbi végtelen, utóbbi 1 szabadsági 

fokkal bír.) Meg kell jegyezni, hogy a robusztus regresszió használata információvesztéssel 

jár, mivel nem teszi lehetővé a precizitás meghatározását. 

Amennyiben egynél több torzult E/c görbe tartozik egy intakt E/c görbéhez, és 

globális regressziót végzünk, két, ebből a helyzetből újonnan adódó lehetőség is van az RRM 

végrehajtására: illeszthetjük az összes E/c görbét egyszerre és illeszthetjük páronként is oly 

módon, hogy mindegyik torzult E/c görbét külön az intakt E/c görbével. Ez a két lehetőség 

akár eltérő eredményekhez is vezethet. 

Két ex vivo vizsgálatunk tanúsága szerint az RRM pontossága általában elfogadható 

volt minden általunk használt regressziós mód és beállítás esetében. Ez alól a következő négy 

eset jelentett kivételt: 1.) az illesztés súlyozása; 2.) az RRM eredeti (nem egyszerűsített és cx-

et tartalmazó) modelljének az egymodelles globális illesztése; 3.) az RRM egyszerűsített, 

ugyanakkor cx-et tartalmazó modelljének az egymodelles globális illesztése az intakt E/c 

görbékre; 4.) a legkisebb torzító koncentráció meghatározását célzó, mindet-egyszerre 
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módon végrehajtott globális illesztés. Ezekből a megfigyelésekből négy fontos következtetés 

vonható le: 

1.) az RRM eredményei nem javíthatóak az illesztés súlyozásával (legalábbis 1/y2 és 

1/SD2 módon nem) 

2.) az RRM modelljében a cx inkább hátrány, mint előny 

3.) az RRM egyszerűbb modellje jobban használható, mint a bonyolultabb, még 

akkor is, ha a cx-szel való osztás elméletileg problematikus 

4.) a kis torzító koncentráció kihívást jelent az RRM számára, különösen mindet-

egyszerre technikával végzett illesztés mellett. Ezt a négy esetet közelebbről megvizsgálva: 

Ad 1.): Megállapítható, hogy az általánosan elfogadott nézet, miszerint biológiai 

adatok elemzésekor az adatok homoszkedaszticitásából érdemes kiindulni, megállja a helyét 

a mi ex vivo kísérleti rendszerünk által szolgáltatott adatok esetében is. Ebből következően 

az RRM használatakor az elsőként választandó megközelítés a súlyozás nélküli illesztés. 

Ad 2.): Az első idevágó vizsgálatban felvetett hipotézissel szemben az RRM 

modelljében a cx (a logcx helyett) nem javította sem a becslés pontosságát, sem a 

megbízhatóságát. Éppen ellenkezőleg, több esetben a cx használata rontotta a pontosságot 

azáltal, hogy a regresszió során növelte az egyes paraméterek közötti korrelációt. Az RRM 

hibái tehát nem a logcx használatából fakadnak, noha ez egyébként elvi akadálya a nulla érték 

meghatározásának az intakt E/c görbék esetében. Ezt a következtetést támogatja, hogy a 

kétmodelles globális regresszió sem javította az RRM pontosságát sem az egymodelles 

globális illesztéshez, sem az individuális illesztéshez képest, jóllehet ez bizonyult hármuk 

közül a legmegbízhatóbbnak. 

Ad 3.): A becslés során tapasztalt egyes problémák az RRM modell viszonylagos 

bonyolultságának következményei lehetnek, amelyek még az egyszerűsített és teljesen 

logaritmikus modellt is érintik. Általánosságban minél összetettebb egy regressziós modell, 

annál nagyobb fokú korreláció léphet fel a modell egyes paraméterei között. Eredményeink 

ezzel összhangban azt mutatták, hogy az RRM esetében is a lehető legegyszerűbb modellt 

érdemes használni. 

Ad 4.): Ez a következtetés összhangban van azon korábbi in silico tapasztalatunkkal, 

miszerint a túl kis és a túl nagy koncentrációk csak jelentős pontatlansággal becsülhetők meg 

az RRM-mel. Egy torzító koncentráció akkor tekinthető kicsinek illetve nagynak, ha az általa 

kiváltott hatás (Ex) kicsi illetve nagy a E/c görbékhez használt agonista maximális hatásához 

képest. Kettőnél több E/c görbe esetében a globális regresszió pontossága és megbízhatósága 

lényegesen javítható a megfelelő E/c görbék páronkénti illesztésével, ami különösen igaz kis 
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torzító koncentrációk esetén. Emiatt a legtöbb esetben tapasztalható pontos becslés és a 

könnyű használhatóság ellenére sem javasoljuk a globális illesztést egyszerre kettőnél több 

E/c görbére. Ezzel összhangban a globális regresszióval kapott eredmények közül itt azokat 

mutattam be, amelyeket páronkénti illesztési technikával kaptunk (hacsak másképp nem 

jeleztem). 

Ami a regresszió további módjait illeti, pontosság szempontjából az individuális 

illesztés bizonyult a legjobbnak, amit szorosan követett a globális illesztés (ha a modell logcx-

et tartalmaz, az egyszerre illesztett modellek számától függetlenül). A megbízhatóság 

szempontjából viszont a kétmodelles globális illesztés volt a legjobb, amit szorosan követett 

az individuális illesztés, távolabbról pedig az egymodelles globális illesztés. A kényelmes 

kezelhetőség szempontjából az egymodelles globális regresszió volt a legjobb, ezt követte a 

közepesen bonyolult kétmodelles globális illesztés, majd a legbonyolultabb individuális 

illesztés. 

Az egymodelles globális regresszió bizonytalanságát látványosan mutatta, hogy sem 

konfidencia intervallumokat, sem konfidencia illetve előrejelzési sávokat nem lehetett kapni 

az eredményekhez. E bizonytalanság forrása az lehet, hogy az intakt E/c görbék illesztése 

során a torzító koncentrációt becslő paraméter (logcx vagy cx) nagymértékben függött a többi 

paramétertől (jelentős korreláció volt közöttük). A másik eset, amikor hasonlóan nagy 

paraméter korreláció fordult elő, a legkisebb torzító koncentráció meghatározására tett 

kísérletet volt mindet-egyszerre típusú illesztéssel (ami mindkét globális illesztési technikát 

egyaránt sújtotta). 

Az individuális illesztés mellett szól az is, hogy ez támasztja a legkevesebb 

követelményt az alkalmazott görbeillesztő szoftverrel szemben. Ha a Hill paramétereket nem 

lehet szoftveresen konstans értékekre rögzíteni, akkor ezek az értékek egyszerűen beírhatók 

az RRM modelljébe és az így individualizált modell kerülhet illesztésre. A mai, komoly 

képességekkel rendelkező szoftverek mellett természetesen ez az előny már kisebb 

jelentőséggel bír. 

A súlyozás pontosságot, sőt az illesztés megvalósíthatóságát is kedvezőtlenül érintő 

hatásától eltekintve az RRM különféle kivitelezési lehetőségei között a legtöbb különbség a 

megbízhatóság és a használat kényelme terén mutatkozott meg. Ennek megfelelően a 

hagyományos és a robusztus regresszió közötti választásnak mérsékelt hatása volt 

vizsgálatainkban, hiszen a robusztus regresszió nem tette lehetővé a regressziós paraméterek 

konfidencia intervallumainak és a regressziós függvények konfidencia- illetve előrejelzési 

sávjainak kvantifikálását, a görbeillesztés kényelmét pedig természetszerűleg egyáltalán nem 

befolyásolta. A robusztus regresszió pontosságra gyakorolt kis (noha több esetben is pozitív) 
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hatásából kiindulva ugyanakkor megállapíthatjuk, hogy a multikauzális meghatározottságú 

biológiai adatok normális eloszlásának megszokott feltételezése a mi ex vivo kísérleti 

adataink esetében is helytálló. Ennek megfelelően az RRM alkalmazásakor továbbra is a 

hagyományos (ordinary least-squares) regresszió választandó elsőként. 

Amennyiben a logcx egyszerű, torzítatlan E/c görbékre való illesztésének, továbbá az 

RRM modellben a cx-szel való osztásnak sincs zavaró hatása az RRM eredményeire, a 

módszer alkalmanként tapasztalható pontatlanságának okait máshol kell keresnünk. Az itt 

tárgyalt ex vivo vizsgálatoknak ugyan nem képezte a tárgyát, de a teljesség kedvéért érdemes 

megjegyezni, hogy az RRM E/c görbéihez használt agonista és a torzító agonista 

különbözősége is kockázatot rejt magában az RRM pontosságát és megbízhatóságát illetően. 

Ennek talán az lehet az oka, hogy az RRM modellje (a gyakorlati alkalmazás megkönnyítése 

érdekében) elméleti szempontból túlegyszerűsítettnek tekinthető. 

Az optimális modellt, továbbá illesztési módokat és beállításokat kereső két 

vizsgálatunk eredményei alapján az RRM alkalmazását a következőképpen javasoljuk: 

1.) az egyszerűsített és logcx-et tartalmazó (tehát teljesen logaritmikus) modellel 

2.) kétmodelles globális illesztéssel, esetleg individuális illesztéssel (ellenőrzésként 

akár mindkettővel) 

3.) kettőnél több összetartozó E/c görbét (globális illesztés esetén) páronkénti 

módon (ahol az egyik görbe természetesen mindig az egyszerű, torzítatlan E/c görbe) 

4.) a legkisebb négyzetek módszerén alapuló hagyományos regresszióval, kevésbé 

precíz adatok esetében esetleg robusztus regresszióval (ellenőrzésképpen mindkettővel) 

5.) az illesztés súlyozása nélkül. 
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6. A nukleozid transzport gátlásának hatása eu- és 

hyperthyreoid tengerimalac bal pitvaron 

Az interstitium adenozin koncentrációja kiemelt jelentőséggel bír a szívizom 

ischaemiával (illetve gyakorlatilag bármilyen eredetű stresszel) szembeni 

védekezőképessége szempontjából. Az interstitialis adenozin-szint becslésére a jelenleg 

használt módszerek elsősorban az interstitiumból vett minta adenozin koncentrációjának, 

vagy a regionális artériás és vénás adenozin-szint különbségének meghatározásán alapulnak. 

Az így kapott becslések legkevesebb két nagyságrendre terjednek ki erősen módszerfüggő 

módon, ami új mérőmódszer kifejlesztésének szükségességét mutatja. Főleg a sejtfelszíni A1 

receptorok közelében mérhető adenozin koncentráció lenne hasznos információ, mivel ennek 

van a legnagyobb a jelentősége a szív ischaemiával szembeni védelme szempontjából. 

Kielégítő oxigén- és tápanyagkínálat mellett az adenozin transzport gátlása növeli az 

interstitialis adenozin-szintet és így a kardioprotektív hatású. Ezzel szemben ischaemiában 

az adenozin transzport gátlók tovább ronthatják a helyzetet, mivel akadályozzák az adenozin 

kijutását a sejtekből. Az interstitialis adenozin-szint meghatározásának erős módszerfüggése 

miatt azonban a nukleozid transzport gátlók adenozin koncentrációra kifejtett hatását nehéz 

megítélni, főleg összehasonlításra is alkalmas módon. 

Módszerünk, az RRM nincs hasznunkra a nyugalmi interstitialis adenozin-szint 

meghatározásában, alkalmas azonban az ebben jelentkező akut változás kimutatására, igaz, 

egy helyettesítő mutató révén, ami esetünkben az ekvieffektív CPA koncentráció (cx). A cx 

értékek segítségével jól összehasonlítható a különböző hátterű preparátumokon a különböző 

nukleozid transzport gátlók hatása az interstitialis adenozin-szintre. Az egyes cx értékek 

természetesen még egyetlen pitvar esetében is átlagként értelmezendők, mivel a pitvarok elég 

nagyok ahhoz, hogy az interstitialis adenozin koncentráció növekedése inhomogén legyen a 

preparátumokon belül. A kapott cx értékek azonban egyedülállóak abban, hogy az adenozin 

koncentrációjának változását az A1 receptorok mikrokörnyezetében jelzik, vagyis egy olyan 

szöveti kompartmentben, ami nagy jelentőségű a szív ischaemiával szembeni védekezése 

szempontjából, és ami más mérőmódszerrel nehezen megközelíthető és vizsgálható. 

A nem nukleozid szerkezetű dipyridamol és a nukleozid analóg NBTI közös 

tulajdonsága, hogy hatékonyan gátolják a sejtmembrán ENT1 típusú nukleozid 

transzporterét. Mivel ép metabolizmusú szívben az eredő adenozin áramlás az interstitium 

felől a sejtek belsejébe történik, a dipyridamol és az NBTI hatását a kontrakciós erőre és a 

CPA-ra adott válaszra a nukleozid transzport gátlás miatti interstitialis adenozin-szint 
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emelkedésnek tulajdonítjuk. A többlet interstitialis adenozin ugyanis a myocardialis A1 

receptorok ingerlésével negatív inotróp hatást fejt ki, ami által elhasználja az A1 receptorok 

negatív inotróp kapacitásának egy részét, így az ezután felvett CPA E/c görbe kisebb választ 

tükröz. 

Az RRM becslése szerint 10 μmol/l NBTI nagyobb mértékben megemelte az 

interstitialis adenozin-szintet az izolált tengerimalac bal pitvarok A1 receptorainak 

mikrokörnyezetében, mint 10 μmol/l dipyridamol. A két nukleozid transzport gátló hatása 

között más érdekes különbség is mutatkozik. A dipyridamol lényegesen kevésbé csökkentette 

a nyugalmi kontrakciós erőt, mint az NBTI, viszont az NBTI-nél alig kevésbé csökkentette a 

CPA-ra adott direkt negatív inotróp választ. Ez azzal függhet össze, hogy a dipyridamol 

kevésbé szelektív, mint az NBTI, vagyis más hatásokat is kifejt a nukleozid transzport 

blokádon túl, pl. gátol több cAMP illetve cGMP bontó 3’,5’-ciklikus nukleotid 

foszfodiészterázt (PDE5, PDE7, PDE8, PDE10, PDE11), mely hatása a szívben általában 1 

μmol/l koncentráció felett jelentkezik. A dipyridamol gátolja az ADA-t is, továbbá fokozza 

a hosszú szénláncú zsírsavak felvételét a cardiomyocytákba, ami mind nem jellemző az 

NBTI-re. 

Az in vivo kezeletlen tengerimalacokon végzett kísérleteink alapján tehát a következő 

megállapításokat tehetjük: 

1.) A (vizsgálat idején újnak számító irodalmi előzmények keltette) várakozásnak 

megfelelően az ENT1 gátlása (10 μmol/l NBTI szinte teljes ENT1 gátlást hoz létre) izolált 

tengerimalac bal pitvaron növelte az interstitialis adenozin koncentrációt, kb. 15-20 nmol/l 

CPA direkt negatív inotróp hatását létrehozni képes többletet produkálva. 

2.) A meghatározandó torzító agonistától eltérő teszt agonista alkalmazása az RRM 

során nem aránytartó helyettesítő mutatót (cx) szolgáltat, de a nagyobb cx mindig a torzító 

agonista nagyobb koncentrációját mutatja. A megbízhatóság érdekében bomlékony (vagy 

más okból nehezen mérhető) torzító agonista esetében megfontolásra érdemes lemondani az 

abszolút koncentrációváltozás meghatározásáról és relatív jellemzőt használni (melyre az 

RRM a cx értéket kínálja). 

3.) Az NBTI alkalmasabb az nukleozid transzport gátlás tanulmányozására, mint a 

kevésbé szelektív dipyridamol. 

Az in vivo T4-kezelt állatokon végzett kísérleteinkből levonható következtetéseink: 

1.) Hyperthyreoid pitvarizomzaton az ENT1 szinte teljes gátlása nagyobb 

interstitialis adenozin koncentráció többletet hoz létre, mint euthyreoidon (utóbbi kb. 

kétszeresét, legalábbis a helyettesítő paraméter tekintetében). Ez azt is magában foglalja, 
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hogy a hyperthyreosis nem változtatja meg a nukleozid transzport euthyreoid állapotban 

megfigyelt irányát (kívülről a sejtbe) tengerimalac pitvaron. 

2.) Az ADA csökkentette az NBTI hatását mind a nyugalmi kontrakciós erőre, mind 

a CPA-ra adott válaszra. Relatíve nagy molekulamérete miatt az ADA nem jut át a 

szarkolemmán, ezért az exogén ADA csak az extracelluláris adenozint képes átalakítani 

inozinná, mely utóbbi inotróp hatása a mi rendszerünkben elhanyagolható az adenozinéhoz 

képest. Az ADA emellett nem bontja a CPA-t. Ezek alapján az ADA viselkedése megerősíti 

az interstitialis adenozin felhalmozódását, mint magyarázatot, az ENT1 gátló NBTI inotróp 

hatására. 

Az ENT1 gátlás okozta többlet interstitialis adenozin koncentráció CPA egyenértéke 

mintegy kétszeres volt a hyperthyreoid pitvarokon az euthyreoidokhoz képest. Ez arra utal, 

hogy a cardiomyocytákba irányuló, ENT1-en keresztüli, intakt adenozin transzport mértéke 

nő a T4 kezelés hatására a kellően oxigenált tengerimalac pitvari myocardiumon. A fokozott 

transzport hozzájárulhat a hyperthyreoid szívizom gyengült adenozinra adott válaszához, oly 

módon, hogy csökkenti az interstitialis adenozin és a sejtfelszíni adenozin receptorok 

kapcsolódásának esélyét. 

Az ENT1-en keresztüli adenozin transzport fokozódását elméletileg a következő 

változások okozhatják hyperthyreosisban: 1. nagyobb extracelluláris adenozin termelés; 2. 

nagyobb intracelluláris adenozin elimináció; 3. a nukleozid transzport kapacitásának 

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

Ezek a lehetőségek összhangban állnak egyes korábbi eredményekkel. Hyperthyreoid 

patkány szívben nőtt az ekto-5’-nukleotidáz (az interstitialis adenozin termelés fő enzime) 

expressziója és aktivitása, növekedett az adenozin kináz (az intracelluláris adenozin 

újrahasznosítás kulcsenzime) aktivitása is, ezzel összhangban az adenozin transzport 

maximális kapacitását is nagyobbnak találták. 

Az RRM evidenciát szolgáltatott arra, hogy megfelelő energiaellátás mellett a 

nukleozid transzport gátlás az A1 receptorok fokozott aktivációjához vezet mind az eu-, mind 

a hyperthyreoid pitvarokon, emellett ez az aktiváció nagyobb a hyperthyreoid pitvarokon. 

Mivel az A1 receptorok és az általuk iniciált folyamatok a legtöbb fajban meghatározó részei 

a szív ischaemiával szembeni védekezésének, a nukleozid transzport gátlók fontos szerepet 

játszhatnak a szív ischaemiás károsodásának megelőzésében. Mivel ischaemiában az 

adenozin transzport akadályozása már csökkenti az interstitialis adenozin-szintet, a nukleozid 

transzport gátlók előzetes (még az ischaemiát megelőző) edzés formájában lehetnek 

hasznosak (farmakológiai prekondicionálás), úgy viszont hyperthyreosisban is.  
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7. Az RRM felhasználása az adenozinra vonatkozó A1 

receptor rezerv megbecslésére és az FSCPX egy 

korábban ismeretlen tulajdonságának felderítésére 

Ducunt volentem fata, nolentem trahunt 

A sors az elfogadót vezeti, a szembeszegülőt vonszolja 

Lucius Annaeus Seneca 

 

A szívműködést korábban már számos alkalommal modellezték különböző 

szempontok alapján in silico, ex vivo és in vivo. In silico vizsgálataink második és harmadik 

szimulációja, továbbá idevágó ex vivo vizsgálatunk a tengerimalac bal pitvari munkaizomzat 

adenozin homeosztázisát és ezzel összefüggésben a kontraktilitás A1 receptor mediálta 

szabályozását igyekezett jobban megérteni. 

A második és a harmadik szimuláció során a cél két ex vivo munkánk eredményeinek 

in silico reprodukálása volt. Ehhez olyan in silico modellt fejlesztettünk, amelynek 

tulajdonságai (vagyis a kiválasztott ex vivo rendszerre vonatkozó feltételezései) lehetővé 

teszik az in silico E/c görbéknek az ex vivo E/c görbékhez való minél nagyobb hasonlóságát. 

Ennek sikeres kivitelezése az ex vivo rendszerre vonatkozó feltételezések igazát bizonyítja. 

Idevágó ex vivo vizsgálatunk két korábbi ex vivo munkánk protokolljait fejlesztette 

tovább a második szimuláció tapasztalatai alapján az utóbbi által felvetett problémák 

nyomába eredve, hogy azután a kiindulását képezze a harmadik szimulációnak. 

Második szimulációnk során felvetettük, hogy az RRM-et is magába foglaló 

kvalitatív receptor rezerv meghatározó módszerünk eredetileg publikált formája, amikor az 

adenozinra vonatkozó A1 receptor rezervet FSCPX és NBTI együttes alkalmazásával 

határoztuk meg vele, túlbecsülhette a receptor rezervet. Ennek lehetséges okaként először azt 

hoztuk gyanúba, hogy az FSCPX előkezelés csökkenti az NBTI hatásait, majd ezt finomítva 

azt, hogy az FSCPX előkezelés csökkenti azt a hatást, amelyet az NBTI az endogén adenozin 

interstitialis szintjének növelésén keresztül fejt ki. A második szimuláció során kidolgoztuk 

ennek a hibának a kiküszöbölési lehetőségét, amelyet aztán ex vivo kipróbáltunk, és végül a 

harmadik szimuláció során megerősítettünk. Ezen vizsgálataink során egyrészt igazoltuk, 

hogy módszerünk a rövid felezési idejű adenozinra vonatkozóan is képes megbízható 

információt adni az A1 receptor rezervről, másrészt valószínűsítettünk, majd indirekte 
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bizonyítottunk egy, az adenozin homeosztázist érintő interakciót az FSCPX és az NBTI 

között. 

Kvalitatív receptor rezerv meghatározó módszerünk jelentőségét az adja, hogy az 

alapkutatás és a gyógyszerfejlesztés szempontjából is fontos a E/c összefüggések pontos 

feltárása minden ígéretes receptor agonista esetében, beleértve a rövid felezési idejűeket is. 

Lényeges ugyanis ezen vegyületek hatáskiváltó képességének ismerete a különböző 

szövetekben és a különböző hatásokra nézve, amelyről a receptor rezerv hasznos információt 

ad. A rövid felezési idejű agonisták vizsgálata ugyanakkor komoly kihívás, mivel ezek 

koncentrációja nehezebben mérhető, emellett legalább annyira függ az endogén disztributív 

és eliminációs folyamatoktól, mint a külső beavatkozásoktól. Ez a tapasztalat az adenozin 

esetében is, ami gátját képezi az adenozinra vonatkozó adenozin receptor rezerv értékek 

kvantitatív meghatározásának. 

Második szimulációs vizsgálatunkba eredetileg azért fogtunk bele, hogy ellenőrizzük 

kvalitatív receptor rezerv meghatározó módszerünk eredeti formájának megbízhatóságát az 

adenozin által kiváltott direkt negatív inotróp hatásra vonatkozó A1 receptor rezerv becslése 

kapcsán. Ennek során a pitvari myocardium adenozin transzportjának és a pitvari A1 receptor 

inotróp működésének modellezése révén reprodukáltuk egy korábbi ex vivo vizsgálatunk 

adenozin és CPA E/c görbéit, melynek alapján a receptor rezervet az előző munkáinkban leírt 

módon becsültük meg. Eközben jutottunk arra a felismerésre, hogy az FSCPX-előkezelt és 

egyben NBTI-kezelt E/c görbék lefutását akkor tudjuk a legjobban utánozni, ha feltételezzük, 

hogy az FSCPX előkezelés gyengíti az NBTI hatását a E/c görbékre. 

Nyomban felmerült a kérdés, hogy milyen mechanizmussal jöhet létre az FSCPX és 

az NBTI interakciója. A második szimulációs vizsgálatunk idején azt vetettünk fel, hogy az 

FSCPX úgy változtathatja meg az ENT1 konformációját (elvégre az ENT1 is rendelkezik 

adenozin kötőhellyel, akárcsak az A1 receptor), ami csökkenti annak érzékenységét az 

adenozin-analóg NBTI gátló hatásával szemben (vagyis az FSCPX irreverzibilis 

antagonistaként viselkedne az ENT1 NBTI kötőhelyén is, miközben az adenozin 

transzportját nem zavarja meg). Nem zártunk ki más (kevésbé valószínű) lehetőségeket sem, 

pl. hogy az FSCPX gyengén serkenthet más nukleozid transzportereket (mondjuk az ENT2-

t), ami nem feltűnő addig, amíg az ENT1 működése dominál. 

A probléma további vizsgálatához szükségesnek láttuk egy ex vivo FSCPX+NBTI-

kezelt CPA E/c görbe felvételét és RRM-mel való elemzését, amelyre a következő ex vivo 

vizsgálatunk során került sor. Kimutattuk, hogy izolált, ingerelt tengerimalac bal pitvaron az 

endogén adenozin interstitialis koncentrációjában az NBTI hatására keletkező növekmény 

CPA egyenértéke (cx) a 15-20-ad részére esik vissza FSCPX előkezelés után. Kvalitatív 
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receptor rezerv meghatározó módszerünk ezt figyelembe vevő, javított formáját használva az 

A1 receptor rezervet ugyanúgy nagynak találtuk az adenozin direkt negatív hatására nézve. 

Ezeket az eredményeket harmadik szimulációs vizsgálatunkban ellenőriztük le. 

A harmadik szimuláció tanulságai alapján a pontosítani tudtuk következtetéseinket. 

Bebizonyosodott, hogy az FSCPX+NBTI-kezelt adenozin E/c görbe felülkerekedése a tisztán 

NBTI-vel kezelt adenozin E/c görbén – bizonyos formában – szimulálható az operatív modell 

Em paraméterének csökkentésével is. Ebből következően az FSCPX+NBTI-kezelt adenozin 

E/c görbék paradox lefutása csak utal az FSCPX és NBTI közötti interakcióra, de önmagában 

nem igazolja azt. Az operatív modellben egyébként az Em a receptor jelerősítő képességét 

jellemzi, és mint ilyen, az adott rendszerben kiváltható maximális hatást mutatja. A mi 

rendszerünkben az Em = 100 a jelerősítő képesség abszolút maximumát jelzi, mivel ex vivo 

E/c görbéink hatás értéke a kiindulási kontrakciós erő százalékos csökkenése, a kontrakciós 

erő pedig nem lehet 0-nál kisebb. Ez összefüggésben lehet azzal, hogy szimulációnkban az 

Em értéke (mármint annak 100 vagy annál kisebb volta) igen markánsan befolyásolta az in 

silico E/c görbék viselkedését. 

Az ex vivo vizsgálatban az FSCPX előkezelés (szerencsés módon) korábban nem 

tapasztalt mértékben nagy csökkenést okozott az endogén adenozin NBTI általi interstitialis 

akkumulációjában. Ezt a jelenséget in silico csak az FSCPX és az NBTI interakciójának 

feltételezésével sikerült reprodukálni a harmadik szimuláció 4. modelljében. A harmadik 

szimuláció 4. modelljének eredeti formája abból indult ki, hogy az interakció csak az endogén 

adenozin koncentrációját érinti. Bár a második szimuláció során egyszer már feltételeztünk, 

hogy az interakcióban érintett mind az endogén, mind az exogén adenozin szintje, ezt a 

feltételezést újra megvizsgáltuk a 4. modellben is (2. variáns). A 4. modell és annak 2. 

variánsa is jobban utánozta az ex vivo E/c görbék viselkedését, mint az interakciót nem 

feltételező 3. modell, a 4. modell eredeti változata azonban még a 2. variánsnál is 

valósághűbb volt. Ez azt támasztja alá, hogy az FSCPX csak az NBTI endogén adenozinra 

kifejtett hatását gátolja. Ez a legegyszerűbben úgy képzelhető el, hogy az FSCPX csökkenti 

a szívizomban a fiziológiás interstitialis adenozin-szintet, így csökken a befelé irányuló 

adenozin transzport, melynek következtében az NBTI az (egyébként intakt) ENT1 gátlásával 

az endogén adenozin koncentrációját kisebb mértékben képes növelni. 

Az FSCPX interstitialis adenozin-szintet csökkentő sajátosságának feltételezése 

kapcsán meg kellett tudnunk magyarázni azt is, hogy a kontroll és a kizárólag FSCPX-kezelt 

E/c görbék összehasonlításakor miért nem azonosítható olyan eltérés, melynek alapján ez a 

koncepció már korábban felmerülhetett volna. Ennek oka az lehet, hogy fiziológiás 

körülmények között az endogén adenozin interstitialis koncentrációja nem éri el azt a szintet 
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a szívizomban, ami észrevehető hatást gyakorolna a kontroll E/c görbékre. Ennek 

következtében az interstitialis adenozin fiziológiás koncentrációjának FSCPX általi 

csökkentése észrevétlen marad az A1 receptor agonisták E/c görbéin. Ez a hatás akkor válhat 

észrevehetővé, amikor olyan kezelést alkalmazunk, ami az endogén adenozin interstitialis 

koncentrációját megemeli. A nukleozid transzport gátlása során a fiziológiás interstitialis 

adenozin-szint növekedése átlépi a myocardium A1 receptorainak „detektálási küszöbét”, 

tehát feltűnhet a növekedés kisebb volta az FSCPX előkezelés után. 

Az FSCPX, mint adenozin analóg, elméletileg több olyan makromolekula 

kötőhelyéhez is kapcsolódhat, amelyek részt vesznek az adenozin (vagy akár más purin-

származék) metabolizmusában és/vagy transzportjában (A1 receptor antagonistaként 

hangsúlyozott szelektivitása ugyanis elsősorban arra vonatkozik, hogy más adenozin 

receptorok iránt kicsi az affinitása). Az FSCPX interstitialis adenozin-szintet csökkentő 

tulajdonságának hátterében – a legkézenfekvőbb lehetőséget feltételezve – az interstitialis 

adenozin előállításában résztvevő enzimek valamelyikének gátlása állhat. Az ekto-apiráz 

(CD39) és az ekto-5’-nukleotidáz (CD73) amellett, hogy immunológiai jelentőségű 

lymphocyta sejtfelszíni markerek, az interstitium adenozin termelésének legfontosabb 

enzimjei sok szövetben, köztük a myocardiumban is. 

Az FSCPX új hatásmechanizmust sugalló viselkedésének értelmezéséhez érdemes 

figyelembe venni, hogy amikor vizsgálatainkban az NBTI a rendszerbe került, az FSCPX 

már nem volt jelen (legalábbis vízben oldott formában). Az irreverzibilis ligandok (mint 

amilyennek az FSCPX-et is tartják) felhasználásakor az adott ágens el nem reagált részét 

általában kimossák (ahogy mi is tettük). Mivel az FSCPX egyrészt erősen lipofil, másrészt 

vizes közegben gyorsan (percek alatt) elbomlik, felvethető, hogy az a frakciója felelős a 

hatásaiért, amelyik a beadás után rövid időn belül beoldódik a biológiai membránok képezte 

lipidfázisba. Ebben a víztől védett közegben az FSCPX hosszú ideig megmaradhat és 

molekuláris célpontjait is innen érheti el. Eszerint az FSCPX célpontjai elsősorban 

membránkötött molekulák lehetnek. A CD39 és a CD73 membránkötött fehérjék, akárcsak 

az A1 receptor, tehát ex vivo és in vivo is jól megközelíthetőek lehetnek a sejtmembránba 

penetrált FSCPX számára. Mindent összevetve, ex vivo vizsgálatunk és harmadik 

szimulációnk eredményeit jól magyarázza az a hipotézisünk, miszerint az FSCPX gátol egy, 

esetleg több, az interstitialis adenozin termelésben résztvevő, a sejtfelszíni membránhoz 

kötött enzimet. 

Harmadik in silico vizsgálatunk eredményei összhangban állnak azokkal a kísérleti 

eredményekkel is, melyek szerint a szívben többféle nukleozid transzporter működik az 

ekvilibratív és NBTI-szenzitív ENT1-en kívül. Erre utal, hogy a 4. modell alapváltozata 
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jobban reprodukálja a szimulálandó ex vivo eredményeket, mint a 4. modell 1. variánsa. 

Eszerint az NBTI általi ENT1 blokád nem szünteti meg teljesen a befelé irányuló 

transzmembrán adenozin transzportot a szimulált rendszerben, vagyis a tengerimalac bal 

pitvari myocardiumban. 

Az egyszerűség kedvéért a harmadik in silico vizsgálat 4. modellje a CPA és az 

adenozin között csak egyetlen különbséget tételezett fel, azt, hogy a CPA-t nem érinti a 

folyamatos és befelé irányuló transzport, míg az adenozint igen. Ez a feltételezés 

összhangban van a CPA és az adenozin natív ex vivo E/c görbéinek különbségével, melynek 

oka, hogy a szintetikus CPA az adenozinhoz képest jóval ellenállóbb az adenozint átalakító, 

jórészt intracelluláris enzimeknek. Ebből következően a CPA-nak mind az intracelluláris 

eliminációja, mind a membránon keresztüli transzportja elhanyagolható. 

Az FSCPX és az NBTI interakcióját illetően eredményeinket a következőképpen 

foglalhatjuk össze. Munkacsoportunk először 2013-ban írta le, hogy tengerimalac bal 

pitvaron az FSCPX előkezelés után alkalmazott NBTI kezelés növeli az adenozin E/c görbe 

maximumát a csak NBTI-kezelt adenozin E/c görbéhez képest. Harmadik in silico 

vizsgálatunk szerint ez a paradox interakció két additív, de egymástól független jelenségre 

vezethető vissza. Az egyik az RRM alapját is képező jelenség, miszerint az interstitialis 

adenozin többlet hatása az adenozin (hagyományos módon felvett) E/c görbéjére attól függ, 

hogy az adenozin a E/c görbe felvétele előtt halmozódott-e fel (ekkor jellemzően endogén 

eredetű), vagy pedig a E/c görbe felvétele során beadott adenozin csökkent bomlása miatt 

maradt-e vissza (vagyis exogén eredetű). Előbbi esetben az adenozin többlet (hagyományos 

kiértékelés mellett) deprimálja és jobbra tolja az adenozin E/c görbét, utóbbi esetben viszont 

balra (rendszerint enyhe Emax csökkentéssel). Ezt, mint lehetséges okot, a munkacsoport már 

korábban is felvetette. A másik jelenséget, az FSCPX A1 receptortól független befolyását az 

NBTI hatására, a munkacsoport először a második in silico vizsgálat eredményei alapján 

hozta gyanúba, majd egy ezt követő ex vivo vizsgálat során fogalmazta újra. Ez azt jelenteti, 

hogy míg a második szimuláció alapján elképzelhetőnek tűnt az NBTI minden hatásának 

FSCPX általi gátlása, addig később az NBTI-nek már csak az endogén adenozinra kifejtett 

hatása (illetve annak gátlása) jöhetett reálisan szóba. A harmadik in silico vizsgálat 

megerősítette ez utóbbi feltételezést, vagyis azt, hogy az FSCPX az A1 receptor gátlásán túl 

az endogén adenozin NBTI általi akkumulációját is gátolja. 
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8. Összefoglalás 

A munkacsoportunk által kifejlesztett receptoriális válaszkészség módszer (RRM) 

egy egyszerű (vagyis nem többszörös) nemlineáris regresszión alapuló eljárás, melynek 

modellje két változót (c vagy logc, valamint E’) és legalább egy variábilis paramétert (cx 

vagy logcx) tartalmaz. A c egy E/c görbe felvételéhez használt agonista koncentrációja (a 

logc ennek logaritmusa), míg az E’ az a hatás, amelyet részben (!) ez a c vált ki egy biológiai 

rendszerben. Ami a kötelező variábilis paramétert (cx vagy logcx) illeti, ennek legtágabb 

értelemben vett szerepe az, hogy számszerűsítsen valamit, ami (a E/c görbe felvételét 

megelőzően) csökkentette az adott biológiai rendszer (E/c görbével detektálható) 

válaszkészségét. Ezt a számszerűsítést az RRM a görbefelvételhez használt agonista azon 

koncentrációjával végzi, ami ugyanakkora csökkenést képes létrehozni a rendszer 

válaszkészségében, mint az eredeti kiváltó tényező. Egyszerű esetben a számszerűsítendő 

„valami” egy agonista (az ún. „torzító agonista”) egyetlen, állandó koncentrációja (melynek 

kvantifikálása tehát az RRM célja). A legegyszerűbb esetben pedig az RRM-hez használt 

agonista és a torzító agonista azonos, ekkor az RRM közvetlenül becsüli meg a torzító 

agonista koncentrációját (cx-ként, vagy annak logaritmusát logcx-ként). 

Noha az RRM egy eredendően lineáris problémával foglalkozik, a koncentráció (vagy 

dózis) és a biológiai hatás közötti kapcsolat jellemzően nemlineáris. Erre való tekintettel az 

RRM görbeillesztésre szánt modelljét nemlineárisra alakítottuk ki az RRM lineáris 

alapegyenletének a nemlineáris Hill egyenlettel való kombinálása révén. Az RRM így kapott 

modellje alkalmas nyers (vagy csak minimálisan transzformált) koncentráció-hatás (E/c) 

görbe adatok közvetlen (számottevő adattranszformáció nélküli) kiértékelésére. Ezáltal a 

kapott eredmények megbízhatóbbak lesznek, ugyanis minél több feldolgozáson mennek 

keresztül a nyers adatok, annál nagyobb a kockázata annak, hogy a bennük rejlő biológiai 

változékonyság és mérési hibák jelentősen torzulást okoznak a feldolgozott adatokban. 

Az RRM alapegyenlete leírja a kapcsolatot egy csökkent válaszkészségű rendszerben 

mért torzult hatás és a hozzá tartozó intakt hatás között, ami ugyanazon rendszer intakt 

állapotában mérhető. Az RRM modellje a torzult hatást hozzárendeli egy agonista ismert c 

koncentrációjához (vagy annak logaritmusához: logc) és a csökkent válaszkészség okához, 

amit cx torzító koncentrációként (vagy annak logaritmusaként: logcx) vesz figyelembe (a c és 

a cx agonistáját azonosnak véve). Az RRM modellje magában foglalja a receptorműködés 

egy egyszerű kvantitatív modelljét is (ami általában a Hill modell), ennek megfelelően 

tartalmazza annak paramétereit is. 
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Az RRM bemeneteként legalább két (típusú) E/c-görbe szükséges: egy „intakt” E/c-

görbe, ami megjeleníti az E/c-görbék létrehozásához használt agonista hatását az intakt 

válaszkészséggel rendelkező rendszerben, és egy „torzult”, ami ugyanennek az agonistának 

a hatását mutatja a csökkent válaszkészségű rendszerben. Az RRM modelljét a torzult E/c 

görbére kell illeszteni az intakt E/c görbében tárolt információk felhasználásával. Az RRM 

alkalmazását a következőképpen javasoljuk: 1.) az egyszerűsített és minden koncentrációt 

logaritmusként tartalmazó modellel; 2.) kétmodelles globális illesztéssel, esetleg individuális 

(lokális) illesztéssel; 3.) kettőnél több összetartozó E/c görbét (globális illesztés esetén) 

páronkénti módon (ahol a görbék közül az egyik mindig az intakt E/c görbe); 4.) a legkisebb 

négyzetek módszerén alapuló hagyományos regresszióval, kevésbé precíz adatok mellett 

esetleg robusztus regresszióval; 5.) súlyozás nélkül. 

Az RRM sokoldalú felhasználhatóságát mutatja, hogy már eddig is többféle probléma 

megoldásában nyújtott segítséget. Kifejlesztésének eredeti célja a koncentrációbecslés volt, 

először az endogén adenozin interstitialis felhalmozódását kvantifikáltuk vele nukleozid 

transzport blokád alatt. Az RRM segítségével korrigálni lehet az adenozin receptor agonisták 

E/c görbéinek az endogén adenozin-szint növekedése által okozott torzulását is. Ennek révén 

az RRM felhasználható az adenozin direkt negatív inotróp hatására vonatkozó A1 receptor 

rezerv kvalitatív megbecslésére is. Mivel biológiai rendszerekben mérhető rövid felezési 

ideje miatt az adenozin koncentrációja nehezen határozható meg ex vivo (és in vivo is), az 

adenozin hatásaival kapcsolatos bármilyen receptor rezerv más módszerrel nehezen mérhető 

fel. Ezen túlmenően az RRM alkalmazásával in silico és ex vivo vizsgálatok során 

fokozatosan feltártuk a vizsgálatainkig csak irreverzibilis A1 receptor antagonistaként ismert 

FSCPX azon sajátosságát, hogy az FSCPX – még nem igazolt mechanizmussal – csökkenti 

az interstitialis adenozin koncentrációt. 
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