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It is a capital mistaRe to theorize before one has data. Insensibly one begins to twist facts

to suit theories, instead of theories to suit facts.

Sir Arthur Conan Doyle
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1. Fontosabb roviditések

95% CI: 95%-0s konfidencia intervallum
Az receptor: Ar adenozin receptor

Ado: adenozin

ADP: adenozin-difoszfat

AMP: adenozin-monofoszfat

ATP: (adenozin-5’-trifoszfat)

CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat
CHA: N®-cyclohexyladenosine

CPA: N6-cyclopentyladenosine

CPX: 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine
E/c: koncentracio-hatas

HT: hipoxantin-triciklano

Krebs oldat: médositott Krebs-Henseleit puffer
M: mol/l

NECA: 5'-N-ethylcarboxamidoadenosine

RRM: receptorialis valaszkészség modszer (receptorial responsiveness method)



Kronikus obstruktiv tlidébetegség

Alzheimer-kor és mas demencidk

2. Irodalmi attekintés
2.1. Epidemiolégiai hattérinformaciok

A jo ¢letminéség szempontjabol elengedhetetlen a cardiovascularis rendszer
egészségeének ¢€s jO funkcidjanak megdrzése. Ennek hidnyaban megndvekszik az esélye a
magasvérnyomas kialakulasanak, annak minden kovetkezményével (pl. stroke és
szivinfarktus). A legalacsonyabb jovedelmii orszagokban jelenleg is a fert6zé betegségek
felelosek a legtobb haldlesetért, ezzel szemben a kozepes és magas jovedelemmel bird
orszagokban a cardiovascularis betegségek jelentik a leggyakoribb halalokot.
Magyarorszagon is évek Ota a sziv- és érrendszeri betegségek csoportja, azon beliil is az
ischaemias szivbetegség képviseli a legnagyobb problémat (1. abra) (Timmis és mtsai, 2021;
WHO.).

A 10 leggyakoribb halalozasi ok (2021)
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1. abra. A leggyakoribb halalokok Magyarorszagon (a WHO — a disszertacio irasakor —
legfrissebb adatai alapjan) (WHO, 2024)



Az ¢rintett betegek életkilatasai és életmindsége egészségtudatosabb életvitellel
javithatok, tehat a magas ¢letszinvonal nem feltétleniil jelent magas cardiovascularis
kockézatot. Tovabbi kezelési 1épcsOként (a betegség sulyosabb formainal) kovetkezik a
gyogyszeres kezelés. A meglevd gyogyszerkincs bovitésének 6 modja 1) vegyiiletek
szintézise, de hasznos a mar forgalomban 1évé farmakonok esetleges cardiovascularis
hatasainak feltarasa is. A sziv- és érrendszeri betegségek szempontjabdl kiemelt jelentéségi
molekula az adenozin, amely képes belsé véd6 mechanizmusokat aktivalni. Gyakran
kiindulasi vegyiiletként hasznaljdk 10j farmakonok fejlesztésénél, melyek alkalmasak

lehetnek bizonyos cardiovascularis betegségek kezelésére (Headrick és mtsai, 2011).

2.2. A purinerg jelatvitel

A purinerg transzmisszioban résztvevo receptorok két nagy csoportja a P1 (avagy
adenozin receptorok) és a P2 (Jacobson és mtsai, 2011). A P1 csalad endogén ligandja az
adenozin, négy (al)tipusa az Az, Aca, A2s és Asz. Az adenozin receptorok mindegyike G
fehérje kapcsolt és hét transzmembran doménnal rendelkezik (Fredholm és mtsai, 2001,
2011; 1Jzerman és mtsai, 2022). A P2 csoport két receptorcsaladot tartalmaz, a P2X
(ionotrop) és P2Y (metabotrop) receptorokat, melyeket szamos nukleotid és ezek foszfatjai
képesek aktivalni. A P2X csaladon beliil hét receptortipus van (P2X1-P2X7), melyek
homotrimer vagy heterotrimer, ATP-kapuzott ioncsatorna receptorok. A P2Y csaladba nyolc
tipus tartozik, melyek mind G fehérje kapcsoltak. A P1 és P2 receptorok kézott metabolikus
kapcsolatot jelent, hogy utobbiak endogén agonistait ektonukleotidazok nukleozidokka,

koztiik adenozinna hidrolizaljak (2. abra) (Burnstock, 1996; Boeynaems és mtsai, 2005).

A purinerg receptorok a legtobb szovettipusban megtalalhatoak és széleskort
szabalyozasi feladatokat latnak el a legkiilonbozdébb teriileteken, mint példdul gyulladas,
immunvalasz, sejtszaporodas, szekrécid, apoptosis, vazoregulacio. A purinerg rendszer
jelatviteli sajatossagai szamos cardiovascularis betegségben megvaltoznak, ilyen a
hypertensio, az atherosclerosis vagy az ischaemias szivbetegség. Mindezek koros
érpermeabilitashoz és vascularis remodellinghez vezetnek. Potencialis kedvezd hatasaik
miatt tobb purinerg gyogyszerjeloltet vizsgalnak ujabb és ujabb indikacios teriiletek
lefedésére (Burnstock, 2002; Di Virgilio és Vuerich, 2015; Ralevic, 2021).



Kiemelkedé célpontnak szamitanak az adenozin  receptorok, melyek
cardiomyocytakon, endotélsejteken és vascularis simaizomsejteken egyarant kifejezodnek és

tobbféle protektiv hatast medialnak és (Reiss és mtsai, 2019).
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2. abra. A purinerg jelatvitel receptorai és endogén ligandjai. Gio: gatlé G-fehérje,
Gus, Gag: aktivald G-fehérjék (Ralevic és Dunn, 2015)

2.3. Az adenozin keletkezése, transzportja €s receptorai

Az adenozin két részbdl, egy adenin purin-bazisbol és egy riboz monoszacharidbol
feléptild purin nukleozid. Mivel az ATP (adenozin-5’-trifoszfat) metabolitja is,
megkeriilhetetlen résztvevdje a szervezet energiaforgalmanak. Az ATP nélkiilozhetetlen a
nagy energiaigényll folyamatokhoz, mint példaul a sejtek mozgasa, az aktiv transzportok
tobbsége vagy az ingerlékeny sejtek membranpotencialja. A szabad adenozin mennyisége
tehat fontos indikatora a szervezet energetikai allapotanak, az adenozin koncentraciod
novekedése ugyanis a sejtek kimertilésére utal. Fiziologias koriilmények kozott is

folytonosan képzddik, de csak kis mennyiségben. Mindezek magyarazzak, hogy az adenozin



egy sajat receptorcsalad endogén agonistaja (Porkka-Heiskanen és Kalinchuk, 2011; Camici
¢és mtsai, 2018).

Adenozin keletkezik az intra- és az extracellularis oldalon is, elsdsorban ATP, ADP,
AMP és cAMP bontasa révén, melyet a sejten beliil endo-5’-nukleotidazok (és mas alkalikus
foszfatazok), a sejteken kiviil pedig ekto-5’nukleotidazok katalizalnak. Felszabadulhat még
intracellularis raktarabol, az S-adenozil-homociszteinbél (SAH) is. Extracellularis
képzddésében f6 szerepet visz a CD39 (ATP > ADP -> AMP) és a CD73 (AMP >
adenozin) (3. abra) (Fredholm és mtsai, 2001, 2011; 1Jzerman és mtsai, 2022; Porkka-
Heiskanen és Kalinchuk, 2003; Antonioli és mtsai, 2013; Yegutkin és Boison, 2022).
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3. abra. Az adenozin keletkezése és metabolizmusa (Zhang és mtsai, 2021)

Az intra- és az extracellularis adenozin koncentracio egyensulyat aktiv és passziv
nukleozid transzporterek biztositjdk. Az aktiv transzportban a sejt belsejébe szallito Na*-
fliggd koncentrativ CNT1, CNT2 és CNT3 vesznek részt. A passziv, kétirdnyu transzportért
az ekvilibrativ ENT1, ENT2 és ENT3 felelosek (Molina-Arcas és mtsai, 2009; Pastor-
Anglada és Pérez-Torras, 2018). A nukleozid transzporterek nagy kapacitasiak ¢és

aktivitastiak, legfontosabb szubsztratjuk pedig az adenozin. Ennek kovetkeztében az



adenozin féléletideje a legtobb szdvetben igen révid, csupan 0,6-10 masodpere, fiziologias
koncentracioja pedig alacsony (a human plazmaban 0,1-1 uM) (Gessi és mtsai, 2011;

Kazemzadeh-Narbat és mtsai, 2015; Antonioli és mtsai, 2023).

Emlds myocardiumban jellemzéen az ENT1 fejezddik ki leginkabb. Ebbdl adodik,
hogy a cardiomyocytakban féleg az extracellularis ¢és intracellularis adenozin-szint
kiilonbsége hatarozza meg a nukleozid transzport iranyat, mely utdbbi fiziologiasan a sejtbe

iranyul (Ramadan és mtsai, 2014; Ruan és mtsai, 2023).

Az adenozin receptorcsalad A1 és Az tipusa G és Go protein kapcsolattal rendelkezik,
ami a sejtben adenilat-ciklaz gatlast okoz. Az Az tipus viszont Gs proteinhez kapcsolodik,
ami adenilat-ciklaz aktivacidhoz vezet. Mindemellett az Azg altipus szamos sejtben Gg-
fehérje révén foszfolipaz C-t aktival, melynek kovetkeztében intracellularisan kalcium
szabadul fel (Fredholm és mtsai, 2001, 2011; IJzerman és mtsai, 2022; Borea és mtsai, 2018;
Burnstock, 2020; Yang és mtsai, 2021; Mahmood ¢és Igbal, 2022).

2.4. Az A; adenozin receptor és ligandjai

Az adenozin A: tipust receptoran (Ai receptor) keresztiil szamos protektiv hatast
medial, melyeknek a sziven részét képezik a negativ trop (inotrop, chronotrop, dromotrop és
bathmotrop) hatasok. A Klinikumban az adenozin elsésorban antiarrhythmias szerként
szerepel, de gyors eliminacidja miatt (biztonsagossaga ellenére) nem alkalmazzak
széleskorien. A szintetikus A1 receptor agonistak kozos jellemzdje, hogy az adenozinnal
biologiailag stabilabb vegyiiletek, vagyis rosszabb szubsztratjai az adenozin metabolizmus
enzimeinek és ennek koszonhetéen hosszabb felezési idejiick. A gydgyszerjeloltként
kiprobalt szintetikus Az receptor agonistaktol azt varjak, hogy az adenozin altal kivalthatd
protektiv és regenerativ folyamatokat erételjesebben inditsak el, mikézben mellékhatasaik
maradjanak jol kezelhet6 szinten. A kiilonb6z6 A1 receptor agonistak fejlesztése jelentds
potencidlt hordoz (talan tulsdgosan is) széleskorli terapids lehetdségeivel, példaul
antiischaemias, antiarrhythmias, fajdalomcsillapito, antidiabetikus, neuroprotektiv,
gyulladascsokkentd, antifibrotikus, immunomodulans, antiproliferativ és antiviralis szerként
(Guieu és mtsai, 2021; Batra és mtsai, 2021; Kutryb-Zajac és mtsai, 2023; Perfilova és mtsai,
2023; Vincenzi és mtsai, 2023; Jacobson és mtsai, 2019, 2023). Tovabbi kozos vonasuk,

hogy koncentracio-hatas (E/c) gorbéik az adenozinéhoz képest jellemzbéen balra toltak



(lassubb eliminaciojuk miatt) és igy hasznalatukkal megbizhatobb adatokat lehet kapni az A

receptor miikodésérdl (Gesztelyi és mtsai 2003).

Az A; receptor antagonistak legrégebben alkalmazott csoportja a Xantin-
szarmazékok. Ezek koziil a metil-xantin szerkezetii koffein és teofillin a legismertebbek,
melyek természetes, reverzibilis, kompetitiv, nem szelektiv antagonistak (Chang és mtsai,
2004). Régota ismertek faradtsagiizd, teljesitményfokozd és horgdtagitd hatasaikrol.
Terapias céllal csak a teofillint (és komplexét, az aminofillint) alkalmazzak, mint
horgotagitot, mivel Ap receptor antagonistaként a szivre Kifejtett pozitiv trop hatasaik
hosszitavon tobb kart okoznak, mint hasznot. Emellett ,,piszkos” szerek, vagyis mas
tamadaspontokkal is rendelkeznek: nem szelektiv foszfodiészteraz inhibitorok és ryanodin
receptor agonistak is (Daly és mtsai, 1986; Fredholm ¢és mtsai, 2001), melyek
kovetkezményei fOleg nagy koncentracidoban vald alkalmazds soran keriilnek elétérbe

(Fredholm és mtsai, 2017).

Kisérleteink soran tobb, bioldgiailag stabil /tehat él6 szovetekben az adenozinénal
(<10 s) joval nagyobb felezési idejli/ adenozin analdgot hasznaltunk. A CPX (8-cyclopentyl-
1,3-dipropylxanthine) a teofillinhez hasonlé szerkezetii, de szelektiv A1 receptor antagonista.
Kotédése reverzibilis €és ortoszterikus, igy kompetitiv antagonista (Auchampach és mtsai,
2004). A CPA (N°®-cyclopentyladenosine) szelektiv és teljes (full) A; receptor agonista. Ez
az analog purinvazas és hosszlil felezési idejli, tovabbd gyakran kiindulasi vegyiilete a
cardiovascularis terapias céllal fejlesztett A1 receptor agonistaknak (Fredholm és mtsai,
2001). Nagyon hasonld hozzd CHA (N°-cyclohexyladenosine), ami szintén szelektiv és
(majdnem) teljes agonista, viszont kiemelkedden ellenall az enzimatikus bontasnak (igen
nagy felezési idejli). Hasznaltunk még NECA-t (5'-(N-ethylcarboxamido)adenosine) is, ami
a CPA-t0] és a CHA-tOl eltérdéen nem az adenin molekularészen tartalmaz modositast, hanem
ariboz részen. Ennek megfeleléen a NECA nem szelektiv az A; receptorra, kb. ugyanannyira
stimulalja az Az receptort is (teljes agonistaként), az Az receptor mitkodését viszont csak alig
befolyasolja. A NECA emellett ugyanakkor a CPA-hoz hasonléan nagy felezési ideji
vegyiilet, noha nem olyan mértékben, mint a gyakorlatilag (vagyis kisérleteink idéablakaban)
nem metabolizalod6 CHA (Holmgren és mtsai, 1986; Fredholm és mtsai, 2001; Pavan és
IJzerman, 1998). (Az agonistak teljes illetve parcidlis voltara vonatkozé megallapitasok
természetesen — az un. ,,intrinsic efficacy”, vagyis a kotddés utani hataskivaltd képesség
relativ meghatarozasa miatt — a tudomany aktualis allasatol fiiggenek. Mindig az aktualisan

legerésebb agonistak tekintenddk teljes agonistanak, mig a naluk gyengébbek parcialisnak.



Mihelyt kifejlesztenek egy még erdsebb agonistat, az addigi tejes agonistak parcialissa

mindsittetnek at.)

Egyik vizsgalatunk kozéppontjdban a hipoxantin-triciklané (HT) allt, melyet a
Gyogyszerészi Kémia Tanszéken (Debreceni Egyetem, Gyogyszerésztudomanyi Kar)
szintetizaltak. A HT az adenozin szerkezeti analdgja, amiben adenin helyett hipoxantin, mig
rib6z helyett egy morfoliné alapti, kondenzalt triciklusos molekula van (4. abra). A molekulat
eredetileg antivirdlis szerként vizsgaltak, cardiovascularis hatdsai korabban ismeretlenek

voltak (Kicsak, 2018; Kicsak és mtsai, 2018).
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4. dbra. Az adenozin (balra) és hipoxantin-triciklano (jobbra) szerkezete (Kicsak, 2018;
Kicsak és mtsai, 2018)

2.5. A pitvari myocardium

A szivizom anatomiai ¢és funkciondlis szempontbol két részre oszthatd: a
supraventricularis (pitvari) és a kamrai myocardiumra. A pitvari myocardiumon az adenozin,
akarcsak az acetilkolin, lényegesen er6sebb negativ trop hatasokat képes kivaltani, mint a
kamrai szivizmon (Kurachi és mtsai, 1986; Belardinelli és mtsai, 1995). Ennek hatterében az
A tipusu adenozin receptorok és az M» altipustt muszkarinos acetilkolin receptorok nagyobb
stirisége és gazdagabb posztreceptorialis jelatvitele all (Caulfield és Birdsall, 1998;
Fredholm és mtsai, 2001, 2011; Peyronnet és Ravens, 2019). Az A: receptor és az M»
receptor negativ trop hatasai két f6 szignalizacios ttvonalon keresztiil érvényesiilnek: a
muszkarin altal aktivalhatd (muscarinic-operated) K* csatorna nyitasa és az adenilciklaz
gatlasa. A muszkarin-aktivalt K* csatorna az un. GIRK (G protein-coupled inwardly

rectifying potassium channels) tagja, ami dontéen a pitvari myocardiumban talalhato



(kamran csak elvétve), az adenilciklaz enzim ugyanakkor a legtobb szovetben eléfordul, igy
a szivizomban is (Belardinelli és mtsai, 1995; Shryock és Belardinelli, 1997; Fredholm és
mtsai, 2001, 2011; Peyronnet és Ravens, 2019).

Az A; receptor stimulacioja a kamrai szivizomban a nyugalmi szintig redukalja az
adenilciklaz miikodését, ezaltal a kontrakcios erd is a nyugalmi értékre all vissza (ezt indirekt
negativ inotrop hatasnak nevezik). A pitvari myocardiumban azonban az A: receptor
aktivacidja a nyugalmi szint ala tudja vinni az inotrop funkciét (amit direkt negativ inotrop
hatasnak hivnak). Ez utdbbi jelenséget altaldban a muszkarin-aktivalt K* csatorna
miikodésének tulajdonitjak (Kurachi és mtsai, 1986; Belardinelli és mtsai, 1995). A jelen
értekezés alapjaul szolgald vizsgalataink soran az adenilciklaz enzimet elézetesen sosem

stimulaltuk, tehat mindig az Az receptor direkt negativ inotrop mitkodését detektaltuk.

Ez a kisérleti elrendezés azért elényds, mert az Ay receptor a nyugalmi kontraktilitas
¢s chronotropia csokkentésével az izolalt pitvari myocardiumon jol reprodukalhatd és —
altalaban — kiemelkedden kis szorasu, tehat megbizhatd adatok gyiijtésére nyujt lehetoséget.
Az izolalt, ingerelt bal pitvar kiilondsen alkalmas megbizhato adatok generéalasara, hiszen ez
a preparatum — akut médon — nem is nagyon képes massal reagalni az 6t ért behatasokra (pl.
az Az receptor feldl), mint kontrakcids erejének valtoztatdsaval. Ez a kisérleti elrendezés tehat
alkalmas olyan vizsgalatok kivitelezésére is, ahol a pontatlansagra érzékeny kvantitativ
elemzésre, példaul regresszidanalizisre (gorbeillesztésre) sor keriil (Karsai és mtsai, 2006;

Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014, 2015; Erdei és mtsai, 2018; Szabo és mtsai, 2019a).

A jelen értekezést megalapoz6 két vizsgalatunk mindegyike ilyen kisérleti
rendszerben késziilt. EX vivo vizsgalatunk soran az inotrop és a chronotrop hatasokat is
mértiik, ekkor az adatok pontossaganak abban volt jelentdsége, hogy kis hatasokat is tudjunk
differencialni. In silico vizsgalatunkban ugyanakkor regresszidanalizist végeztiink, ezért ide
olyan pontossagu és megbizhatosagl adatok kellettek, amelyeket az izolalt, ingerelt bal pitvar

tud biztositani.

2.6. A Hill egyenlet

A Hill egyenlet volt az elsé teljesen kvantitativ, tehat egzakt receptormiikodési
modell, melyet ma is hasznalnak ligandkotési és E/c gorbék adatainak kiértékeléséhez, de

szinte minden kvantitativ (illetve szemikvantitativ) receptormiikodési modellnek is az alapja



(Prinz, 2010; Gesztelyi és mtsai, 2012; Buchwald, 2017, 2019). A Hill egyenlet klasszikus
alakja:

n

Cc
E=E +———
max - on 4 ECe "

1. egyenlet

ahol: c: az E/c gorbe elballitasahoz alkalmazott agonista koncentracioja; E: a kivaltott
hatas; Emax. @ maximalis hatas; ECso: az Emax felét kivaltdé (,,félhatasos™) agonista
koncentracio; n: az E/c gorbe kozéppontbeli meredekségét jellemzé tényezo (Hill-féle
koefficiens). Az 1. egyenlet tehat a vizsgalt E/c gorbéket harom paraméterrel jellemzi: Emax,

ECso és n.

Gyakorlati szempontbo6l az x tengelyen a koncentracio logaritmusat érdemes felvenni.
Altaldban a koncentracié jellegii adatoknak a logaritmusa normalis eloszlasu, igy
logaritmikus formaban a statisztikai elemzés konnyebben és pontosabban végezhet6 el. A
logaritmus széthtizza a kis koncentraciok tartomanyat és 6sszenyomja a nagy koncentraciok
tartomanyat, ezért az igy késziilt abrak egyben szemléletesebbek is (a 10gECso értékhez
tartozo hatas érték példaul a E/c gorbe kozéppontjaba keriil). A Hill egyenlettel készitett
fiiggvények logaritmikus x és linedaris y tengely mellett jellegzetes szigmoid lefutasuak

lesznek.

A Hill egyenlettel végzett regresszidanalizis kétvaltozos (loge, E) és
haromparaméteres (Emax, I0gECso, n). A Hill egyenlet elénye, hogy nagy mérési vagy a
biologiai variabilitasbol ered6 hibaval terhelt y adatok mellett is jo becslések végezhetdek
vele. A Hill egyenlet szimmetrikus E/c gorbét feltételez, mely az esetek tobbségében jo
kozelitéssel meg is valosul. Ebb6l adodoan paraméterei empirikusak, tehat mas mérésekkel
nem erdsitheték meg, illetve mas mérésekbdl szarmazo allandok nem illeszthet6k bele

(Giraldo és mtsai, 2002; Gesztelyi és mtsai, 2012).

2.7. A receptorialis valaszkészség modszer (RRM)

crer

meghatarozasa altalaban analitikai probléma, amelyet az altalanos vélekedés szerint

napjainkban mar megbizhatoéan meg lehet oldani. Azonban jelenleg is nehezen kivitelezhetd
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crer

idovel rendelkeznek és miikodo, esetlegesen mozgd szovetekben talalhatdoak. Bizonyos
feltételek mellett a receptorialis valaszkészség modszer (receptorial responsiveness method:
RRM) megoldast nyujthat erre a problémara, ugyanis az RRM segitségével megbecsiilhetd

c sy

(Gesztelyi és mtsai, 2004; Karsai és mtsai, 2006).

Az RRM bonyolultsagat interdiszciplinaris jellege adja, de valojaban egyszeri elven
alapulé modszer. A konnyebb megértés érdekében gondoljunk bele, hogy ugyanabba a
biologiai rendszerbe kétszer egymas utan ugyanazt az agonista dozist adjuk be. A két dozis
hatasanak korrekt kiszamitasahoz el6szor is ugyanazt a kiindulasi allapotot kell alapul venni,
méghozza az els6 dozis beadasa eldtti allapotot. Emellett a masodik dozis hatasanak
meghatarozasakor az elsé dozist is figyelembe kell venni. Ha nem igy jarunk el, akkor a

masodik dozis altal kivaltott hatast kisebbnek fogjuk talalni, mint az elsé dozisét.

Ennek a latszolagos hatascsokkenésnek az all a hatterében, hogy az elsé dozis
molekulai a receptorok egy részéhez kotddve hatast valtanak ki, igy a rendszer
valaszkapacitdsdnak egy részét elhasznaljdk. Emiatt a masodik dézis mar egy csokkent
valaszkapacitast rendszerben fog hatni. Ha példaul az els6é dozis elég nagy ahhoz, hogy
maximalis hatast valtson ki, akkor a tovabbi dozisok mar nem is tudnak tovabbi valaszt
kivaltani. A latszolagos valaszkészség ily modon kialakuld csokkenése az elsd (tehat a
figyelmen kiviil hagyott) dozis nagysagatol fligg. Ez a latszolagos valaszcsokkenés
szamszerUsitésére, amennyiben az ismeretlen. Az elsdként beadott agonistat, mivel az
(figyelmen kiviil hagyasa miatt) torzitja a masodjara beadott agonistara kiszamolt valaszt,

crer

és mtsai, 2004; Karsai és mtsai, 2006, 2007; Grenczer és mtsai, 2010a, 2010b).

Ki kell emelni, hogy ez a jelenség nem a receptorok deszenzitizaciojan alapul, mely
utobbi egyenesen zavarja az el6bbiekben leirt jelenséget. Az RRM becslése ugyanis csak
akkor megbizhato, ha az adott receptor lassan deszenzitizalodik a meghatarozas idétartama
alatt. Mivel az A: receptor kiilondsen lassan vesziti el a nativ valaszkészségét (Mundell és

Kelly, 2011), megfeleld targya az RRM-mel kivitelezett vizsgalatoknak.

Az RRM-mel akkor is végezheté koncentracié becslés, ha a két egymas utan
alkalmazott (vagyis a figyelmen kiviil hagyott és a figyelembe vett) dozis két kiillonbozo

agonistahoz tartozik, amennyiben azok ugyanazt a hatast valtjak ki. Tehat még az sem
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sziikséges, hogy ugyanazon receptor agonistai legyenek, az is elegendd, ha van legalabb egy
olyan jelatviteli ut, amit ugyanabba az iranyba befolyasolnak (és ez jol mérhetd) (Gesztelyi
és mtsai, 2004). Fontos azonban, hogy az RRM altal szolgaltatott becslés, melyet cx-nek
jeloliink, mindig arra az agonistara vonatkozik, amit masodjara adtunk be. Ha tehat a két (a
figyelmen kiviil hagyott és a figyelembe vett dozishoz tartozo) agonista azonos, a cx egyenld
a torzitd koncentracioval (pontosabban kozvetleniil azt becsli). Ha viszont nem, a cx a
ugyanakkora hatast képes kivaltani, mint az el6szor beadott (de figyelmen kiviil hagyott)
agonista, vagyis a cx nem feltétlen egyenld, de (a varakozas szerint) ekvieffektiv a torzitd
koncentracioval (Gesztelyi és mtsai, 2004; Karsai és mtsai, 2006, 2007; Grenczer és mtsai,

2010a, 2010b).

A legmegbizhatobb becslést azok az E/c gorbék (koncentracid-hatas parok)
biztositjadk az RRM szamara, amelyek teljesek (vagyis még hatastalan agonista
koncentracioval kezdddnek és tovabbi hatasnovekedést kivaltani mar nem tuddval
fejezédnek be). Az RRM Kkivitelezéséhez kétféle E/c gorbére van sziikség. Az egyik
konvencionalisan felvett, ,,intakt” E/c gorbe, ami az agonista koncentraciok és a hozzajuk
tartozo hatasok nativ bioldgiai kérnyezetben valo kapcsolatarél hordoz informaciot. A masik
Htorzult” E/c gorbe, amit a torzitd koncentracié hatasanak kifejlodése utan kell felvenni és
igy a torzulas mértékérol tajékoztat. Ugyanabban a rendszerben tobb torzitd koncentracio
meghatarozasahoz természetesen tobb torzult E/c gorbe sziikséges (egy intakt E/c gorbe plusz

annyi torzult, ahany torzitd koncentraciot akarunk meghatarozni) (Gesztelyi és mtsai, 2004).

Az RRM alapegyenlete, ami a modszer elméleti 1ényegét képezi:

£ = 100 100 - (100 — E)
B 100 — E,
2. egyenlet

ahol: E’: a torzult hatas, amit ugy szamoltunk ki, mintha csak a torzult E/c gorbe
eléallitasahoz alkalmazott agonista adott koncentracioja (c) hozta volna létre, nem pedig a ¢
és a torzitd koncentracio egyiitt; E: az intakt (vagyis torzuldsmentes) hatas, ami tehat mind a
¢, mind a torzitdé koncentracio jelenlétét figyelembe veszi; Ex: a torzitdé koncentracio intakt

(korrekten kiszamolt) hatasa.

Az RRM leggyakoribb felhasznalasa a torzult E/c gorbék regresszidanalizise, amihez

az intakt E/c gorbére is sziikség van. Az RRM gorbeillesztésre szolgalo modelljében ezért
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két egyenlet 6tvozodik: az RRM alapegyenlete, ami megadja az intakt hatas és a hozza
tartozo torzult hatas kozotti kapcsolatot, valamint egy kvantitativ receptormiikodési modell,
ami a legtobb esetben (igy a jelen disszertaciot megalapozo vizsgalatokban is) a Hill egyenlet.
A receptormiikodés Hill modellje kelléen pontos (noha nem a legpontosabb), mikézben
kelléen egyszerii (bar nem a legegyszerlibb) (Gesztelyi és mtsai, 2012). Az RRM
modelljének eredetileg k6zolt (,,klasszikus™) alakja (Gesztelyi és mtsai, 2004):

(¢ + )"
100 - (100 —Enax v n)
B = 100 — (cx-l-cc3 + ECs
100 — Eppyy -

L A
an + ECSOn

3. egyenlet

ahol: c: a torzult E/c gorbe eléallitasara alkalmazott agonista koncentracioja; E’: a
torzult hatas (Id. 2. egyenlet); Emax, ECso és n: a torzult E/c gorbéhez tartozo intakt E/c gorbét
jellemzd Hill paraméterek (I1d. 1. egyenlet); Cx: a torzult E/c gorbe eldallitasdhoz alkalmazott
agonista koncentracidja, ami (a varakozas szerint) ekvieffektiv a torzité koncentracioval.
Mivel a jelen értekezést megalapozé vizsgalatok soran a torzitd (figyelmen kiviil hagyott) és
a torzult E/c gorbe eléallitasahoz alkalmazott (figyelembe vett) agonista végig azonos volt, a

Cx a tovabbiakban mindig kozvetleniil a torzité koncentraciot becsli.

Az intakt E/c gorbe informacioit két f6 modon lehet felhasznalni. Az egyik lehetdség
az un. lokalis (vagy individualis) regresszio. Ennek soran elészor az adott receptormiikodési
modellt az intakt E/c gorbére illesztjiik, majd a regresszids paramétereire kapott értékeket
behelyettesitjiilk az RRM modelljébe (vagy az RRM modelljében ezeket a paramétereket a
kapott értékeken rogzitjiik). Ezutan az RRM modelljét a torzult E/c gorbére illesztve
megkaphatjuk az egyetlen variabilisan maradt paraméter, Cx (vagy logcx, Id. kés6bb) értékét

(Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a).

A masik f6 lehetdség a globalis regresszio, amikor is az intakt és a torzult E/c gorbéket
egyszerre illesztjik. Ez maga is kétféleképpen kivitelezheté. Egymodelles globalis regresszio
esetén az intakt és a torzult E/c gorbékre egyetlen modellt illesztiink, ami az RRM modellje
(természetesen ezuttal variabilis receptormitkodési modell paraméterekkel). Kétmodelles
globalis regresszio esetében viszont az intakt E/c gorbére csak a receptormiikodési modellt
illesztjiik, a torzult E/c gorbére csak az RRM modelljét, mikézben megosztjuk kozottik a
receptormiikodési modell paramétereit (amelyek tehat itt is variabilisak voltak) (Curve
Fitting Guide, 2024).
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Osszefoglalva, az RRM modellel végzett regresszidanalizis kétvaltozos (loge, E”),
négyparaméteres (Emax, I0gECso, N, Cx vagy logcx) és nemlinearis. Ha a Hill-féle
paramétereket allando értéken rogzitjiilk, az RRM modell illesztése egyparaméteressé (cx

vagy logcx) valik.

2.8. Célkittizéseim

A HT ex vivo vizsgalatakor a cél annak feltarasa volt, hogy a molekula hatassal van-
e a pitvari kontraktilitasra és chronotrop miikodésre, tovabba esetleges hatdsait az Ag

receptorhoz kotédve fejti-e ki.

Az RRM in silico vizsgalata soran az egyik cél az volt, hogy megvizsgaljuk, az RRM
modell (cx-szel vald osztassal jard) egyszerisitésével javithatok-e a kapott eredmények. A
kovetkez6 cél annak feltarasa volt, hogy az RRM modelljében a cx vagy a logcy alkalmazasa-
e a célravezetobb. Tovabbi kérdésként felvetettilk, hogy a cx illetve a logcx paraméter
individualis, egymodelles globalis vagy kétmodelles globalis regresszioval ad-e pontosabb
illetve megbizhatobb eredményt, valamint hogy melyik eljaras hasznalhaté kényelmesebben.
Célul tiiztiik ki annak tisztazasat is, hogy az E/c gorbecsaladok (egy intakt E/c gorbe plusz
tobb hozza tartoz6 torzult E/c gorbe) esetében az Osszes gorbére egyszerre torténd illesztés-
e a jobb, vagy a paronkénti (egy intakt E/c gorbe plusz egy torzult E/c gorbe) illesztés.
Mindemellett megvizsgaltuk, miként befolyasolja az RRM eredményeit, ha tekintettel

vagyunk az E/c gérbe adatok szorasanak eloszlasara is.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Ex vivo modszerek

3.1.1. Vegyszerek és oldatok

Vizsgalataink soran a kovetkez6 vegyszerek alkalmaztuk: hipoxantin-triciklané (HT:
adenozin analdg), melyet a Debreceni Egyetem, Gyogyszerésztudomanyi Kar,
Gyogyszerészi Kémia Tanszéken allitottak eld; valamint adenozin (nem szelektiv,
reverzibilis adenozin receptor agonista) és CPX (8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine;
reverzibilis, szelektiv A1 adenozin receptor antagonista), amiket a Sigma-tol (St. Louis, MO,
USA) szereztiink be.

A szervkadak feltoltésére, tovabba az adenozin és a HT torzsoldatok higitasara 36 °C-
os, modositott Krebs-Henseleit puffert (Krebs oldat) hasznaltunk. Ez utobbi Osszetétele:
NaCl: 118 mM, KCI: 4,7 mM, CaCl: 2,5 mM, NaH2PO4: 1 mM, MgClz: 1,2 mM, NaHCOs:
24,9 mM, gliik6z: 11,5 mM, aszkorbinsav: 0,1 mM. A CPX oldodszere dimetil-szulfoxid
(DMSO) volt. Minden térzsoldat 10 mM-os koncentracioban késziilt.

3.1.2. Allatok és prepardtumok

Kisérleteinkhez him Wistar patkanyokat hasznaltunk fel, melyek testtémege 400-500
g volt. Az allatok tartasa, feldolgozasa, illetve a protokollok kivitelezése megfelelt a
Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak Etikai Kodexe altal tamasztott
kovetelményeknek és az Eurdpai Unio eléirasainak (etikai engedélyek: 25/2013 DEMAB és
5/2020 DEMAB).

A patkanyok fejét guillotine-nal levagtuk. Az eliilsé mellkasfalat eltavolitottuk, a
szivet a csicsanal fogva megemeltiik, kivagtuk és 4-5 °C-o0s Krebs oldatba helyeztiik, amit
elétte karbogénnel (95% O és 5% CO- elegye) 10 percen keresztiil buborékoltattunk. A sziv
ledllasat kovetden elsoként a bal pitvar fiilcséjét vagtuk le (a tovabbiakban: bal pitvar).
Ezutan kovetkezett a maradék supraventricularis szovet (a bal pitvar fiilcsén kiviili része és
a teljes jobb pitvar) levagasa, melyr6l ovatosan eltavolitottuk a nagyerek maradvanyait (a

tovabbiakban: jobb pitvar).
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A pitvarokat 10 ml-es, karbogénnel szellztetett Krebs oldattal toltott, vertikalis
allast szervkadakban (TSZ-04, Experimetria, Budapest) rogzitettiik (36 °C, pH 7,4). A
fiilcsék csucsat fonallal a teflon szervtartd alsd részéhez kotottiikk, majd a szervtartot a
szervkadba tettiik. Végiil a flilcse azon pontjat, amely a legtavolabb esett az auricula rogzitett
csucsi részétol, fonallal egy transzducer (SD-01, Experimetria, Budapest) karjahoz

rogzitettiik.

A felkotést kovetéen a bal pitvarokat platinaelektrodon keresztiil ingereltiik
(pontszeriien) programozhato stimulatorral (ST-02, Experimetria, Budapest) és erdsitével
(PST-02, Experimetria, Budapest) (3 Hz frekvencian, 1 ms impulzusszélességgel és 1-1,5 V
fesziiltséggel). A jobb pitvarok esetén kiilon ingerlésre nem volt sziikség, mivel spontan

mukodtek.

A pitvarok kontrakcids erejét az izometrias Osszehuzodasok amplitidojaval
jellemeztiik, melyet a transzducer alakitott elektromos jellé, jelerdsité (SG-01D,
Experimetria, Budapest) novelt, majd héérzékeny papirra rogzité hdirokaros poligraf (R-61
6CH, Medicor, Budapest) alakitott vissza tavolsagga.

A pitvarokat 10 mN nyugalmi fesziilésre allitottuk be, melyet — sziikség esetén —

minden mosasi iddszak végén visszaallitottunk.

3.1.3. Kisérleti protokollok és csoportok

A pitvarok felkotését kovetden eldszor 45 perces inkubacios idészak kezd6dott Krebs
oldatban. Ezutan felvettilk az els6 kumulativ (az egyes beadasok mosas nélkiil kovették
egymast) E/c gorbét adenozin emelkedé koncentracioival (,,Ado gorbe”), ezutan a Krebs
oldat néhany percenkénti cseréjével 15 percig mostuk a preparatumokat. Innentdl a két
protokollt (P1, P2) kiilonb6z6 mddon folytattuk.

A P1 protokoll (n=14) soran ezt kovetéen kumulativ E/c gorbét generaltunk HT-val
(,,HT gorbe), majd a HT kimosasa nélkiil adenozinnal is felvettiink egy kumulativ E/c gorbét
(,,Ado+HT gorbe”).

A P2 protokoll (n=10) soran viszont a szervkadakba 10 uM CPX-et mértiink be,
azutan 10 perc mulva (mosas nélkiil) egy masodik adenozin E/c goérbét generaltunk

(,,Ado+CPX gorbe”). Ezt kovetéen 10 percig mostunk Krebs oldattal, amelyet 10 perc ujabb
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inkubacié kovetett 10 uM CPX-szel. Végiil egy kumulativ E/c gorbe kovetkezett HT
alkalmazasaval (,,HT+CPX gorbe”) (1. tablazat).

Els6 inkubicié | Elsé E/c gorbe | Masodik inkubicié Masodik E/c gorbe Harmadik inkubacié | Harmadik E/c gorbe
hipoxantin-triciklano adenozin
P1 Krebs oldat 15 perc (1 nM - 300 pM); (1 nM- 1 mM);
i HT gorbe” Ado+HT gorbe”
Krebs oldat ezl plflll (HUReE »Ado gdrbe
(1 nM- 1 mM);
45 perc Ado gorbe” d i hi in-tricikland
Ao E Krebs oldat 15 perc; adenozin ) Krebs oldat 10 perc; poxantin-tricikiano
P2 10 WM CPX 10 pere | (- M- 1mM); 10 WM CPX 10 perc | (1M~ 300 uM);
K P ,,Ado+CPX gorbe” B P JHT+CPX gorbe”

1. tablazat. Ex vivo vizsgalatunk két protokollja (P1, P2). Ado: adenozin; HT: hipoxantin-
tricikland; CPX: 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine; E/c: koncentracio-hatas

3.1.4. Koncentrdacio-hatas gorbe kiértékelés

Az inotropia meghatarozasahoz el6szor a regisztralt 6sszehuzodasok amplitadojat
(egészen precizen: az dsszehtizodasok also és a felsd burkologorbéjének tavolsagat) mértiik
le a megfelelé (Id. lentebb) helyeken. A kontrakcids erd valtozasat a kiindulasi értékhez

viszonyitottuk és szdzalékos formaban fejeztiik ki:

Fo

F,
Ei: 0

X 100%

4. egyenlet

Ei: az inotrop hatas; F: a kontrakcios eré, melyet az adott farmakon dozis beadasa
utan mértiink; Fo: a kiindulasi kontrakcids erd. Negativ inotrop hatas soran az adott dozis
szervkadba juttatdsa utan meghatarozott legkisebb kontrakciés erdt hasznaltuk fel a
kiértékelés tovabbi részében, mig pozitiv inotropia esetén az adott dozis beadasa utani

legnagyobb kontrakcios erdt hasznaltuk.

A chronotropia meghatarozasakor elséként a ,,pulzusszamot” (HR) szamitottuk ki:

HR =882t 2~ >
o s 50 mm

5. egyenlet

8,82 mm/s:

regisztratumon, egy 50 mm-es szakaszon.

a regisztralopapir sebessége; X: az 0Osszehtizdédasok szama a
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Negativ chronotrop hatas esetén az adott agonista dozis beadasa utani legkisebb
frekvenciat mutat6 50 mm-es regisztratum szakaszt vettik figyelembe, mig pozitiv
chronotrop hatas esetében a legnagyobb frekvenciajut. A chronotrop hatas (Ec)
kiszamitasdhoz a kiindulasi pulzusszamot (HRo) ¢és a farmakon adott koncentracidja
jelenlétében kialakuld pulzusszamot (HR) hasznaltuk fel. A pulzusszam valtozasat a

kiindulasi értékhez viszonyitottuk és szazalékos formaban fejeztiik ki:

HR — HR,
E,=—2

X 1009
¢ HR, %

6. egyenlet

3.2. In silico modszerek

3.2.1. Elemzett adatok

Az in silico vizsgalatunkban elemzett E/c gorbék (melyeket tengerimalacbol izolalt,
ingerelt bal pitvaron vettek fel) a munkacsoport két korabbi ex vivo vizsgalatabol szarmaztak
(Gesztelyi és mtsai, 2004; Szabo és mtsai, 2019a). Az egyik esetben E/c gérbeparokrol volt
sz0, vagyis mindegyik intakt E/c gorbéhez egyetlen torzult E/c gorbe tartozott (Szabd és
mtsai, 2019a). A masik esetben E/c gorbecsaladok voltak, melyeknél egy intakt E/c gérbéhez
egynél tobb torzult E/c gorbe tartozott (Gesztelyi és mtsai, 2004). Az E/c gérbéket az RRM-
mel Gjraértékeltiik oly modon, hogy a kiillonb6z6 regresszios lehetéségeket kombinaltunk és

kerestiik koziiliik a legpontosabbat, a legprecizebbet €s a legkonnyebben hasznalhatot.

Az intakt — torzult E/c gorbeparok (Szabd és mtsai, 2019a) Gjraértékelésekor a

kovetkezd lehetdségeket kombinaltuk:

e az RRM modelljének cx-et (9. és 10. egyenlet, 1d. késobb) illetve logex-et (11.
egyenlet, 1d. késdbb) tartalmazo formajat;

e az RRM cx-et tartalmazé modelljét egyszertibb (10. egyenlet, 1d. késdbb) illetve
bonyolultabb (9. egyenlet, 1d. kés6bb) formajaban,;

e a3z RRM individuélis, egymodelles globalis illetve kétmodelles globalis illesztését;

e aregresszio hagyomanyos illetve robusztus maodjat.
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Az intakt — torzult E/c gorbecsaladok (Gesztelyi és mtsai, 2004) ujraértékelésekor
mar figyelembe vettiik az elobbi vizsgalat tapasztalatait, ezért ekkor a kovetkezd

lehetségeket kombinaltuk (minden esetben a 11. egyenletet hasznalva, 1d. kés6bb):

e az RRM individualis, egy- illetve kétmodelles globalis illesztését;
e aregresszio hagyomanyos illetve robusztus maodjat;
o azillesztést az E/c gorbecsalad Osszes tagjara egyszerre illetve paronként (az intakt

E/c gorbét egyszerre csak egy torzult E/c gorbével).

Az intakt E/c gorbéket stabil (hosszu felezési idejli), szintetikus Az receptor
agonistakkal (CPA, NECA vagy CHA) vettiik fel Ggy, hogy az E/c gorbe felvételét nem
elézte meg adenozin receptor agonista hasznalata. A torzult E/c gorbék esetében is az elébbi
agonistakat hasznaltunk, de nem sokkal az E/c gorbe felvétele el6tt a késébbiekben hasznalt
agonista egy ismert dozisat juttattuk a szervkadba (az E/c gorbék felvétele azutan kezddott,
hogy az extra agonista koncentracié hatasa teljesen kifejlodott). A kiértékelés soran

az torzitd koncentraciova valt.

Az intakt — torzult E/c gorbeparok (Szabo és mtsai, 2019a) torzitd koncentracidja az
adott agonista ECso-éhez kozeli érték volt. Az intakt — torzult E/c gorbecsaladok (Gesztelyi
¢és mtsai, 2004) E/c harom torzitdé koncentracidja két nagysagrendre terjedt ki (a kozépséd

torzitd koncentracio kozel volt az alkalmazott agonista ECso értékéhez).

3.2.2. Regresszios modellek

Az intakt E/c gorbék jellemzésére a Hill egyenlet gorbeillesztésre optimalizalt
formajat hasznaltuk. Ebben a klasszikus format egy c"-nel végzett osztassal
egyszerlsitettlink, tovabba a benne szerepld koncentraciokat logaritmusként fejeztiik ki (¢ >

1099 ECs0 > 10'°9ECs0) (Gesztelyi és mtsai, 2012):

E=IF . ch . Emax . Emax
- max - .n 4 ECSOn - . (ECSO)n (1 4 10mogECso—logc)
c
7. egyenlet
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Az RRM modellt klasszikus alakjan kiviil (ld. 3. egyenlet) sok, algebrailag
egyenértékli formaban ki lehet fejezni. Ezek koziil a tovabbi vizsgalatok szempontjabol a

kovetkez6 négy érdemel figyelmet:

8. egyenlet

logcyn
100 - (100 _E, (e + 10797 )

ax (Cx + 1ologc)n + 107 logECso
C,"
an + 10n-logECso

E' =100 —
100 — Eppgy -

9. egyenlet

E
100 (100 B 1 + 10n(tog Ecza—ﬁog(cxﬂologc»)

E'=100—
100 — Emax
1 + 10m(log ECso—log(cx))

10. egyenlet

E
100 - (100 - 1+ 101’1-(109 Ecsoﬁg§(101095x+101095)))

E'=100 — E
100 — e
14+ 10n-(log ECso—log cy)

11. egyenlet

A 8. egyenlet a 3. egyenletbdl szarmazik két osztas révén: a szamlaloban (cx+c)-nel,
a nevezOben cx"-nel. Utdbbi fontos kovetkezménye, hogy igy cx elvileg mar nem vehet fel
nulla értéket. A 9. egyenlet is a 3. egyenletbdl szarmazik oly modon, hogy a c-t és az ECso-
et (vagyis az egyenletben szerepld két koncentraciot) logaritmikus formaban fejeztiik ki (mint
1099 ¢s 10'°9EC%0) Bz azt jelenti, hogy a 9. egyenletben a fiiggvényként valé illesztés soran
logc (és nem c¢) lesz a fliggetlen valtozo, valamint 1ogECsg lesz az egyik paraméter (ECso
helyett). A 10. és a 11. egyenletet egyarant a 8. egyenletbdl képeztik a ¢ és az ECso
logaritmikus formaban vald szerepeltetésével (vagyis benniik is logc és logECso lesz a

fiiggetlen valtoz6 és az egyik paraméter, akarcsak a 9. egyenletben). Kozottik az a
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kiilonbség, hogy a 10. egyenletben a cx maradt a torzitd koncentracid meghatarozasara
iranyulo regresszios paraméter (mint a 3., 8. és 9. egyenletben), mig a 11. egyenletben a logcx

lett regresszids paraméter (ami tehat a torzitd koncentracié 10-es alapu logaritmusat becsli).

A jelen értekezést megalapozo in silico vizsgalatunk soran a 9., 10. és 11. egyenletet
illesztettiik. Koziilik a 9. és a 10. egyenlet cx-et tartalmaz, tehat kozvetleniil a torzitd
koncentraciot adja meg, mig a 11. egyenletben logex van, igy az a torzitd koncentracio 10-€s
alapu logaritmusat adja meg. Fontos még, hogy a harom koziil egyediil a 9. egyenletben nincs
cx-el vald osztas, tehat ez az RRM bonyolult forméja, mig a masik ketté (10., 11.) az
egyszerlsitett. Szigorian matematikai szempontbol egyediil a 9. egyenlet adhat a cx-re nulla

értéket, a masik kettd csak ennél nagyobbat (2. tdblazat) (1d. még 11. Fliggelék).

Cx, logex,

RRM modell c és ECso logc és logECso  logc és logECso

3. egyenlet mm—p 9 egyenlet

§ -

Egyszerlsitett
(osztis cx-szel) 8. egyenlet —b 0. egyenletﬁ — 1] egyenletj

Bonyolult
(nincs osztas Cx-Szel)

2. tablazat. Az RRM algebrailag ekvivalens egyenletei, melyek koziil a 9-11. egyenletet
Osszehasonlito céllal gorbeillesztésre hasznaltunk. A 9. és 10. egyenlettel kapott eredmények
Osszehasonlitasa az illesztett egyenlet Osszetettségének hatasat mutatja, valamint a cx-el valo
osztas hatasat. A 10. és 11. egyenlet Gsszevetése a torzitd koncentracio illesztett formajanak
(cx vagy logcx) hatasarol tajékoztat. ¢ és loge: az E/c gorbe felvételekor bejuttatott agonista
koncentracioja, illetve annak 10-es alapt logaritmusa (mint fliggetlen valtozo6); ECso és
logECso: az E/c gorbe készitéséhez hasznalt agonista félhatasos koncentracioja, illetve annak
10-es alapu logaritmusa (mint paraméter); cx és logex: a torzitd koncentracio, illetve annak
10-es alapt logaritmusa (mint kotelezéen variabilis paraméter).

A 9-11. egyenleteket individualis, egymodelles globalis illetve kétmodelles globalis

illesztéssel is hasznaltuk mind az intakt, mind a torzult E/c gorbék esetében.

Individualis regresszid soran egyszerre egy (intakt vagy torzult) E/c gorbére
illesztettilk a 9-11. egyenletek egyikét, melynek Hill paramétereit (Emax, I0gECso és n)
alland¢ értéken rogzitettiik (1d. fentebb).
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Globalis regresszié soran az Osszes paraméter (Emax, I0gECs0, n és cx vagy logcx)
variabilis volt mindharom egyenletben. Egymodelles globalis illesztés soran az dsszetartozo
intakt és torzult E/c gorbékre egyszerre illesztettiik a 9-11. egyenletek egyikét. Kétmodelles
globalis regresszid esetén IS egyszerre illesztettiik az Osszetartozd intakt és torzult E/c
gorbéket, de az intakt E/c gorbére a 7. egyenletet, mig a hozza tartozo torzult E/c gorbé(k)re

a 9-11. egyenletek egyikét.

Abban az esetben, ha egynél t6bb torzult E/c gorbe tartozott egy intakt E/c gérbéhez
egy- illetve kétmodelles globalis regresszio esetén, akkor két lehetéség is adodott. Az egyik
esetben a gorbeillesztést az osszetartoz6 minden E/c gorbére egyszerre végeztiik el (,,mindet-
egyszerre illesztés”). A masik esetben egyszerre csak két Osszetartozd E/c gorbére

illesztettiink, melyek koziil az egyik mindig az intakt E/c gorbe volt (,,paronkénti illesztés™).

Individualis és egymodelles globalis regresszid soran meghataroztuk logcy illetve cx
értékeket az intakt E/c gorbékre is. Mivel ekkor a becslés varhatd értéke nulla volt, ez
kontrollként szolgalt a meghatarozas soran. A kétmodelles globalis illesztés nem adott

becslést az intakt E/c gorbékre, mivel azokra csak a Hill modellt (7. egyenlet) illesztette.

Az illesztéseket elvégeztiik hagyomanyos (ordinary least-squares) és robusztus

modon is.

3.3. Adatelemzés

A statisztikai elemzést, a gorbeillesztést és az abrakészitést GraphPad Prism 8.4.2 (ex
vivo rész) és 9.5.1 (in silico rész) szoftverrel végeztiik (GraphPad Software Inc., La Jolla,
California, USA). Néhany egyszeriibb szerkesztéshez és szamitashoz a Microsoft Excel 365
programot hasznaltuk (Microsoft Co., Redmond, WA, USA).

Ahhoz, hogy egy pitvar adatai bent maradjanak a feldolgozott adatok kozott, a

pitvarnak harom kritériumot kellett teljesitenie:
1. alegels6 adenozin E/c gorbe kiindulasi kontrakcios ereje el kellett érje az 1 mN-
2. a kontrakcioknak szabalyosaknak kellett lenniiik (a bal és a jobb pitvarok

esetében is);
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3. a 10 uM adenozinra adott valasz (az elsé adenozin E/c gorbe esetében) beliil

kellett legyen a szamtani kdzép + 2 SD tartomanyon.

Az ex vivo adatok eloszlasanak normalitasat D'Agostino-Pearson és Shapiro-Wilk
teszttel vizsgaltuk. Két, normalis eloszlast mutatd adathalmazt nem parositott t teszttel
vetettiink Ossze egymassal (ha az F teszt szignifikans eltérést jelzett, Welch korrekciod
mellett). Két, nem normalis eloszlast adathalmaz Gsszehasonlitaisahoz Mann-Whitney U
tesztet alkalmaztunk. Ketténél tobb, Gauss-féle eloszlast mutaté adathalmazt egyutas
ANOVA-val és azt kovetd Tukey poszt-teszttel vetettiink 6ssze. Ketténél tobb, nem normalis

eloszlast adathalmazhoz Kruskal-Wallis tesztet és Dunn poszt-tesztet hasznaltunk.

Az in silico vizsgalatban az RRM pontossagat (,,accuracy”) az ismert (altalunk
létrehozott) torzité koncentracio értékeknek és az RRM azokra adott becsléseinek (cx)

kiilonbsége mutatta.

Az RRM precizitasat (,,precision”) a regresszi6 altal kdzvetleniil szolgaltatott logcy
illetve cx értékek 95%-0s konfidencia intervallumanak szélességével jellemeztik. A
gorbeillesztés és az E/c gorbe adatok precizitasat a 95%-0s megbizhatosagi (konfidencia) és

elorejelzési (predikcids) savok szélessége jellemezte a regresszios fliggvény koriil.

A 95%-0s konfidencia intervallumok altal nyujtott tovabbi informacié a kdzvetleniil
meghatarozott logcx illetve cx értékek ezeken beliili pozicidja volt. Ha a 95%-0s konfidencia
intervallum szimmetrikus (vagy ahhoz kozeli) volt, akkor az illesztett modell

parametrizaciojat megfelelonek tekinthettiik (Curve Fitting Guide, 2024).
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4. Eredmények

4.1. Ex vivo eredmények

4.1.1. A bal és jobb pitvari inotropia

A pitvarok az adenozinra erés negativ inotrop valaszt adtak, melynek mértéke és

jellege nem fliggott az oldalisagtol (5. abra).

A reverzibilis Az receptor antagonista CPX jelenlétében az adenozin 10 és 100 uM
koncentracidira adott inotrop valaszok szignifikansan kisebbek voltak, mint a CPX
tavollétében tapasztalhaté (nativ) valaszok. A CPX blokad azonban 1 mM adenozinnal

attorhet6 volt, a bal pitvaron gyakorlatilag teljesen, mig a jobb pitvaron részben (5. abra).

A HT (az adenozin hatasatél markansan eltéréen) mérsékelt pozitiv inotrop hatast
produkalt a bal és a jobb pitvaron egyarant (mely utobbiak k6zott nem volt szignifikans
kiilonbség). A HT hatasanak nagysaga ugyanakkor az egyes pitvarok szintjén valtozatos volt,
amit az adenozinhoz képesti nagyobb szdoras mutatott (mind a jobb, mind a bal pitvarokon).
Ahogy az adenozin esetében is, itt is mérsékelte a HT hatasat, ha CPX is jelen volt a
rendszerben. Ez a gatlo hatas azonban nem bizonyult szignifikansnak, melynek oka lehetett

az E/c adatok nagyobb szérasa is (5. abra).

A bal pitvar esetében a 411 uM HT mellett 1étrehozott adenozin E/c gérbe (Ado+HT
gorbe) 1 mM adenozin koncentracional szignifikansan nagyobb negativ inotrop hatast

mutatott, mint a nativ adenozin E/c gorbe (Ado gorbe) (5. abra).
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5. abra. Fent két eredeti regisztratum lathato, lent az adenozin és a HT altal kivaltott inotrop
hatast (atlag = SEM) mutato E/c gorbék, melyeket a bal (bal panel) és a jobb (jobb panel)
pitvarokon vettiink fel. A legfelsé regisztratum az adenozin hatasara fokozatosan csokkend
pitvari kontrakcids er6t mutatja, mig az alatta levo regisztratum a HT jelenlétében kezdetben
Kissé, aztan a végére latvanyosabban novekvo kontrakcios erét. A héérzékeny papiron a
héirokar a pitvari kontrakcidkat mint egy id6-erd fiiggvényt jeleniti meg, az egyedi rangdsok
kozel fiiggdleges lefutastiak. Ezek a rdngdsok egymassal Osszefolynak, igy vizszintes
lefutasu, valtozo szinintenzitasti kék csikot képeznek. A kék szin intenzitdsa a hoirdkar
végeének a papir adott pontjan eltoltott idejével aranyos, vagyis egyrészt a rangasok nagysaga,
masrészt a papirfutasi sebesség hatarozza meg (utdbbit tobbszor valtoztattuk a regisztracid
folyaman, hogy az egyes agonista koncentraciokra adott valaszok jol elkiilontiljenek).

Az also, egymas melletti két panelen az X tengelyen az agonista molaris koncentracié 10-es
alapu logaritmusa van feltlintetve, az y tengelyen pedig a kiindulasi kontrakcios erd
szazalékos valtozasa (0%: a kiindulasi kontrakcios erd; -100%: a pitvar leallasa; 75%: a
kiindulasi kontrakcios eré 75%-0s, vagyis 1.75-szeres novekedése). Ado: nativ adenozin E/c
gorbe (a P1 és P2 protokollok ,,pool”-o0zott adatai); Ado+CPX: 10 uM CPX mellett generalt
adenozin E/c gorbe (a P2 protokoll szerint); HT: nativ HT E/c gorbe (a P1 protokoll szerint);
HT+CPX: 10 uM CPX jelenlétében készitett HT E/c gorbe (a P2 protokoll szerint); Ado+HT:
411 uM HT mellett készitett adenozin E/c gorbe (a P1 protokoll szerint); SEM: standard error
of the mean. #: HT vs Ado; *: Ado+CPX vs Ado; x: Ado+HT vs Ado (1 jelols: p < 0,05; 2
jelolo: p < 0,01; 3 jelolo: p < 0,001).

4.1.2. A jobb pitvari chronotrop valasz

Az inotropiahoz hasonlé modon alakult a jobb pitvari chronotrop valasz is. Az

adenozin markans negativ chronotrop valaszt valtott ki a spontan kontrahalé jobb pitvarokon.
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A negativ chronotrop valasz azonban — a negativ inotrop valaszhoz képest (5. 4bra) —
vontatottan fejlédott ki, vagyis Kisebb adenozin koncentracioknal elég kicsi maradt, nagyobb

adenozin koncentracioknal viszont elérte a negativ inotrop valasz nagysagat (6. abra).

A CPX jelentésen csokkentette az adenozin kivaltotta negativ chronotrop hatast. A
HT gyenge pozitiv chronotrop hatast valtott ki, mely szignifikansan kiilonb6ozott az adenozin
kivaltotta negativ chronotrop hatastdl. A HT hatdsat valamelyest csokkentette a CPX, ez
viszont statisztikailag nem volt szignifikans. Az adenozin chronotrop hatasat nem valtoztatta

meg jelent6sen, ha 411 uM HT is jelen volt (6. abra).
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6. abra. Az adenozin és a HT altal kivaltott chronotrop hatés (atlag + SEM) spontdn mitk6dd
alapu logaritmusa, mig az y tengelyen a spontan nyugalmi frekvencia szazalékosan kifejezett
valtozasa (0%: a kiindulasi frekvencia; -100%: a pitvar leallasa; 75%: a kiindulasi frekvencia
75%-0s, vagyis 1.75-szeres novekedése). Ado: adenozin E/c gorbe (a P1 és P2 protokollok
,,pool”-ozott adatai); Ado+CPX: 10 uM CPX jelenlétében készitett adenozin E/c gorbe (a P2
protokoll szerint); HT: HT E/c gorbe (a P1 protokoll szerint); HT+CPX: 10 uM CPX
jelenlétében készitett HT E/c gorbe (a P2 protokoll szerint); Ado+HT: 411 uM HT
jelenlétében készitett adenozin E/c gorbe (a P1 protokoll szerint); SEM: standard error of the
mean. # HT vs Ado; *: Ado+CPX vs Ado (1 jel6l6: p < 0,05; 2 jelsls: p < 0,01; 3 jelslo: p
< 0,001).
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4.2. In silico eredmények

4.2.1. Az illesztett egyenletek formdjanak jelentésége

Az individualis (lokalis) és kétmodelles globalis illesztés alkalmazasakor a torzult E/c
gorbék torzitd koncentracidira (Cx) kapott becslések szinte azonosak voltak, melyet nem
befolyasolt a regresszido hagyomanyos illetve robusztus modja (3-5. tablazat). Az intakt E/c
gorbéknél nem alkalmaztunk torzité koncentraciot, tehat esetiikben az RRM vart becslése
nulla volt. Az intakt E/c gorbékre vonatkozo, individualis regresszioval kapott becslések,
habar ranézésre elég valtozatosak voltak, mindegyik nulla vagy ahhoz kozeli értéket mutatott
(3-5. tablazat). Az egyszerliség érdekében a tovabbiakban csak a 10. és a 11. egyenlettel
kapott eredményeket mutatom be (v6. 3. és 4. tablazat), kivéve, ha a 9. egyenlet becslései

valami miatt kiemelt figyelmet érdemelnek.

A 9. egyenlettel végzett egymodelles globalis illesztés viszont egyértelmiien rossz
becslésekhez és/vagy a gorbeillesztd szoftver hibaiizeneteihez vezetett. A 10. és a 11.
egyenlet egymodelles globalis becslései mar elfogadhatéak voltak, emellett mérsékelten
kiilonboztek egymastol, melyet nem érintett a regresszid hagyomanyos vagy robusztus
modja. Az intakt E/c gorbékre kapott becsléseknél a 11. egyenlet nulldhoz koézelebbi
eredményeket adott, mint a 10. egyenlet, tehat a 11. egyenlet pontosabb volt a 10. egyenletnél
(vO. 3. és 4. tablazat).
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CPA E/c gbrbék NECA E/c gérbék CHA E/c gérbék

intakt torzult intakt torzult intakt torzult
(100 nM) (100 nM) (300 nM)
logcx ¢/ -19107 ./ -688 %/ -892 /. 687  { -52574 . { -645
=
2 B 95%Cl széles 693--683 ?--832  -692--683  széles -6,55 — -6,36
& C
>
2 (M) « =0 . 1314 . 12 | 1336 . . =0 . 3527
= 4 loge, | -19107 69 -8,64 -6,88 52574 | | 647
S oM | =0 1259 23 1314 = =0 | 3358
2 logex  { -7201 684 / -35267 6,77 % [ -1,17-10© -6,39
e} .
% § 95% CI széles széles széles széles széles széles
=
< o (nM) | =0 1459 L =0 170 . =0 4037
©
o
£ S loge, -7209 -6,85 -35267 -6,82 -1,17-10% -6,36
T (Y I 1426 | = 1533 | = 439
e logex 684 677 -6,39
g .
£ 3 oswcl na -6,97 - -6,7 na -6,87 — -6,67 na -6,62 —-6,17
o
g oM 1459 . 170 403,7
£ & loge -6,85 -6,82 -6,36
RTINS na na na
X5 o(M) 427 1532 439

3. tablazat. A 11. egyenlettel kapott logcx értékek és 95%-0s konfidencia intervallumaik
(95% CI), valamint az utolag kiszamolt és nM-ra valtott Cx értékek, mint az RRM becslésel.
Az elemzett E/c gorbék egy korabbi ex vivo vizsgalat (Szabd és mtsai, 2019a) hat
csoportjabdl (Id. az oszlopfejléceket) szarmaznak. Harom f6 illesztési modot hasznaltunk két
tovabbi illesztési lehetéséggel kombinalva (ld. a sorfejléceket). CPA: N°-
cyclopentyladenosine; NECA: 5'-N-ethylcarboxamidoadenosine; CHA: N©-
cyclohexyladenosine; hagy.: hagyomanyos (ordinary least-squares) regresszid; rob.:
robusztus regresszid; ?: bizonytalan érték; na: nem alkalmazhat6
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4. tablazat. A 10. egyenlettel kapott, nM-ra atvaltott cx értékek, mint az RRM becslései, és
ezek 95%-o0s konfidencia intervallumai (95% CI). Az elemzett E/c gorbék egy korabbi ex
Vvivo vizsgalat (Szabo és mtsai, 2019a) hat csoportjabol (Id. az oszlopfejléceket) szarmaznak.
Harom f6 illesztési modot hasznaltunk két masik illesztési lehet6séggel kombinalva (Id. a
sorfejléceket). CPA: NE-cyclopentyladenosine; NECA: 5'-N-ethylcarboxamidoadenosine;
CHA: NS-cyclohexyladenosine; hagy.: hagyomanyos (ordinary least-squares) regresszio;
rob.: robusztus regresszid; ?: bizonytalan érték; na: nem alkalmazhato

Ha az illesztés sikeres volt, akkor nem volt jelentds kiilonbség a precizitasban a Cx-et
és a logcx-et tartalmazo modellek kozott a 95%-0s konfidencia intervallumok, valamint a
95%-o0s konfidencia és eldrejelzési savok alapjan (vo. 3. és 4. tablazat, tovabba az 7-9. abra
bal és jobb oldali paneljei). Erdekes médon a NECA E/c gérbékre valo egymodelles globalis
illesztés csak a 10. egyenlet alkalmazasakor produkalt megjelenitheté eredményt a
konfidencia és eldrejelzési savokrol (minden mas esetben megjelenithetetleniil rossz

eredmények sziilettek) (8. abra).

Osszefoglalasképpen elmondhato, hogy a 11. egyenlet adta a legjobb eredményeket,
melyet a 10. egyenlet, majd a 9. egyenlet kovetett. Ezek alapjan megallapithato, hogy:
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e a Cy hasznalata (a logcy helyett) az RRM modelljében nem javitotta Sem a becslés
pontossagat, Sem a precizitasat;

e az RRM egyszeriisitett modellje megbizhatobb volt, mint az algebrailag egyenértékii,
de bonyolultabb forma;

e az RRM-el torténd becslés szempontjabol semmilyen elénnyel nem jart a cx-el vald

osztas mellézése (még az intakt E/c gorbék esetében sem).

4.2.2. A modellek szamanak és hasznalati modjanak hatdsa

A pontossdg az individudlis regresszid esetében volt a legjobb, melyet a tobbi
modszer egyébként csak kis kiilonbségekkel kovetett. Ha az RRM modelljében logcyx volt, a
globalis regresszio pontossagat egyaltalan nem befolyasolta az illesztett modellek szama. A
pontossagot kevéssé befolyasolta a regresszio hagyomanyos vagy robusztus modja. Annak,
hogy az RRM modellben cx vagy logcx volt-e, ennél valamivel nagyobb hatasa volt. Az intakt
E/c gorbékre minden esetben a vart nulla értékhez kozeli becsléseket kaptuk, kiillondsen a

logcx-et tartalmazd RRM modell illesztésekor (3. és 4. tablazat).

A 95%-o0s konfidencia intervallumok alapjan az individudlis illesztés volt a
legprecizebb, de csak a torzult E/c gorbék esetében. A precizitas elfogadhato volt kétmodelles
globalis regresszio esetén (minden esetben), mig értékelhetetlentiil rossz volt egymodelles
globalis illesztéskor (minden esetben) és az intakt E/c gorbék individualis regresszidjakor (3.
¢s 4. tablazat). Ennek hatterében egymodelles globalis regresszio esetén az allt, hogy mind a
cx (10. egyenlet), mind a logcx (11. egyenlet) erés korrelaciot mutatott a tobbi paraméterrel.
Mindamellett a cx hasznalata ndvelte a tobbi paraméter kozotti korrelaciot is, s6t a 9. egyenlet
haszndlata (amiben szintén cx van) egyenesen meggatolta a sikeres egymodelles globalis
illesztést. A 95%-o0s konfidencia és eldrejelzési savokkal kapott eredmények megerdsitik a

95%-os konfidencia intervallumok alapjan lesziirt tapasztalatokat (7-9. abra).

Osszefoglalasul elmondhatjuk, hogy a kétmodelles globalis regresszié tekintheté a
legprecizebbnek, melyet szorosan kovet az individudlis illesztés, mig az egymodelles

globalis illesztés messze a legkevésbé preciz (3. és 4. tablazat, 7-9. abra).

A haszndlat kényelme szempontjabol a globalis regresszio konnyebben
megvaldsithatd, mint az individualis, ezen beliil is az egymodelles globalis illesztés volt a
legkényelmesebb. A cx vagy logcx hasznalata, illetve a regresszid6 hagyomanyos vagy

robusztus volta természetesen nem befolyasolta a kényelmet.
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Erdemes megemliteni még, hogy minden regresszios érték jol centralt volt, vagyis a
95%-0s konfidencia intervallumok szimmetrikusak (vagy kozel azok) voltak. Ez arra utal,

hogy az illesztett modellekben a paraméterek jol voltak megvalasztva.

4.2.3. Az egyszerre illesztett torzult E/c gorbék szamdanak hatasa

Ha egy intakt E/c gorbéhez egynél tobb torzult E/c gorbe tartozik, a globalis
regresszid lehetové teszi az Osszetartozd E/c gdrbék (a gorbecsalad) egyszerre torténd
illesztését, de emellett lehetds€ég van paronkénti illesztésre is, vagyis a torzult E/c gérbék
kiilon-kiilon parositasara és illesztésére az intakt E/c gorbével. Ez utobbi fokozza az intakt
E/c gorbék befolyasat az illesztés kimenetelére. Az egyszerliség kedvéért az E/c
gorbecsaladok (forras: Gesztelyi és mtsai, 2004) RRM-mel valdé meghatarozasanak
vizsgalatahoz csak a 7. és 11. egyenletet hasznaltuk: az egymodelles globalis regressziohoz
csak a 11. egyenletet, a kétmodelleshez mindkettot. A teljeskorti 6sszehasonlithatosag
érdekében individualis regressziot is végeztiink (amihez szintén mindkét egyenletre sziikség

volt), noha az E/c gorbecsaladok individualis illesztésénél nem adodik plusz lehetdség.

Pontossag tekintetében a regresszid valamennyi vizsgalt modja hasonld mértékben
volt alkalmas a gorbecsaladokon beliili két nagyobb torzitdé koncentracid6 meghatarozasara.
A legkisebb torzitd koncentraciora adott becslések azonban csak az individualis és a
paronkénti technikéaval végzett globalis regresszio esetén voltak elfogadhatéak. Az intakt E/c
gorbék becslésekor minden esetben nullahoz kozeli eredményeket kaptunk (marmint
individualis és egymodelles globalis illesztés esetén, ahol erre lehet6ség van) (5. és 6.

tablazat).
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7. abra. Az RRM 11. (bal panelek) és 10. (jobb panelek) egyenletének hagyomanyos és individualis
illesztése korabbi ex vivo vizsgalatbol (Szabo és mitsai, 2019a) szarmazé intakt és torzult E/c
gorbeparokra. Az x tengelyen az E/c gorbe agonistajara vonatkozo molaris koncentracio logaritmusa
lathatd, mig az y tengelyen a hatas (a kiindulasi kontrakcios eré szazalékos csokkenése). Az intakt
E/c gorbék (tomor jelolok) konvencionalisak, mig a torzult E/c gorbék (iires jelolok) a
jelenlétében késziiltek. A jelolok a valaszok csoportatlagait mutatjak (= SEM). A folytonos vonalak
az illesztett 10. és 11. egyenletet reprezentaljak, a vastag szaggatott vonalak a 95%-o0s konfidencia
savokat, a vékony szaggatott vonalak pedig a 95%-os elérejelzési savokat. CPA: NE-
cyclopentyladenosine; NECA: 5'-N-ethylcarboxamidoadenosine; CHA: N8-cyclohexyladenosine
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8. abra. Az RRM 11. (bal panelek) és 10. (jobb panelek) egyenletének hagyomdnyos ¢&s
egymodelles globalis illesztése korabbi ex vivo vizsgalatbol (Szabo és mtsai, 2019a) szarmazo intakt
¢s torzult E/c gorbeparokra. Az X tengelyen az E/c gorbe eldallitasdhoz alkalmazott agonista molaris
koncentracidjanak logaritmusa lathato, az y tengelyen pedig a hatas (mint a kiindulasi kontrakcios
erd szazalékos csokkenése). Az intakt E/c gorbék (tomdr jeloldk) konvencionalisak, mig a torzult
E/c gorbék (iires jeloldk) a gorbefelvételhez hasznalt agonista egy figyelmen kiviil hagyott extra
koncentraciojanak jelenlétében késziiltek. A jel6lok a valaszok csoportatlagait jelzik (+ SEM). A
folytonos vonalak az illesztett 10. és 11. egyenletet mutatjak, a vastag szaggatott vonalak a 95%-0s
konfidencia savokat, a vékony szaggatott vonalak pedig a 95%-os elérejelzési savokat. CPA: N°-
cyclopentyladenosine; NECA: 5'-N-ethylcarboxamidoadenosine; CHA: N8-cyclohexyladenosine
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9. abra. Az RRM 11. (bal panelek) és 10. (jobb panelek) egyenletének hagyomanyos és kétmodelles
globalis illesztése korabbi ex vivo vizsgalatbol (Szabd és mtsai, 2019a) szarmazo torzult E/c
gorbékre, mig utobbiak intakt parjaira a Hill modellt reprezentald 7. egyenlet keriilt szimultan
illesztésre. Az X tengelyen az E/c gorbe agonistajara vonatkozé molaris koncentracio logaritmusa
keriilt feltiintetésre, mig az y tengelyen a hatas (mint a kiindulasi kontrakcios erd szazalékos
csokkenése). Az intakt E/c gorbék (tomor jel6l6k) konvenciondlisak, mig a torzult E/c gérbék (lires
jelolok) a gorbefelvételhez hasznalt agonista egy figyelmen kiviil hagyott extra koncentracidjanak

jelenlétében késziiltek. A jelolok a valaszok csoportatlagait jelzik (+ SEM). A folytonos vonalak az
illesztett 7., 10. és 11. egyenletet mutatjak, a vastag szaggatott vonalak a 95%-0s konfidencia
savokat, a vékony szaggatott vonalak pedig a 95%-os eldrejelzési savokat. CPA: NO-
cyclopentyladenosine; NECA: 5'-N-ethylcarboxamidoadenosine; CHA: N8-cyclohexyladenosine
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5. tablazat. A 11. egyenlettel kapott logcx értékek és 95%-0s konfidencia intervallumaik
(95% CI), valamint az utolag kiszamolt és nM-ra valtott Cx értékek, mint az RRM becslésel.
Az elemzett E/c gorbék egy korabbi ex vivo vizsgalat (Gesztelyi és mtsai, 2004) négy
csoportjabol (I1d. az oszlopfejléceket) szdrmaznak. Az Intakt csoport a paronkénti illesztés
intakt E/c gorbékre vonatkoz6 minden becslését feltiintetendd szerepel haromszor (mindig a
vele parositott torzult csoport eldtt). Harom 6 illesztési modot hasznaltunk két masik
illesztési lehetdséggel kombinalva (1d. a sorfejléceket). CPA: N®-cyclopentyladenosine;
hagy.: hagyomanyos (ordinary least-squares) regresszio; rob.: robusztus regresszio; na: nem
alkalmazhat6

Precizitds vonatkozdsaban a paronként végzett globalis illesztés hasonlo
eredményekre vezetett, mint az el6z6 alfejezetben a 11. egyenlet kapcsan leirtak (5. és 6.
tablazat, 10. abra). A mindet-egyszerre tipusu illesztéssel végzett globalis regresszio azonban
értékelhetetlentil Kis precizitast mutatott (az alkalmazott modellek szamatodl fiiggetleniil). A
legprecizebb mddszernek a kétmodelles globalis regresszio bizonyult paronkénti kivitelezés

mellett, amit szorosan kovetett az individualis illesztés.
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CPA E/c gorbék

intakt torzult torzult torzult
3nM 30 nM 100 nM
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6. tablazat. A 11. egyenlettel kapott logcx értékek és 95%-0s konfidencia intervallumaik
(95% CI), valamint az utolag kiszdmolt és nM-ra valtott cx értékek, mint az RRM becslései.
Az elemzett E/c gorbék egy korabbi ex vivo vizsgalat (Gesztelyi és mtsai, 2004) négy
csoportjabol (1d. az oszlopfejléceket) szarmaznak. Két {6 illesztési modot haszndltunk két
masik illesztési lehetéséggel kombinalva (Id. a sorfejléceket) és mindet-egyszerre
technikaval kivitelezve (ezért volt elegendd az Intakt csoportot csak egyszer feltiintetni).
CPA: NS-cyclopentyladenosine; hagy.: hagyomanyos (ordinary least-squares) regresszio;
rob.: robusztus regresszid; na: nem alkalmazhat6

A kivitelezés kényelme szempontjabol az RRM legjobb médja a mindet-egyszerre
tipusu egymodelles globalis regresszid. Ezt koveti a paronként végzett egymodelles globalis
regresszio, majd a mindet-egyszerre tipusi kétmodelles globalis regresszid, azutan a
paronkénti kétmodelles globalis regresszio, mig legvégiil a legkoriilményesebb individualis
illesztés.

Minden regresszios érték, amelyre lehetett 95%-0s konfidencia intervallumot
szamolni, jol centralt volt, vagyis az illesztett modellek paraméterezése megfelelonek

bizonyult.

Az in silico eredményeket roviden a 7. tablazatban foglaltuk 6ssze.
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10. abra. Az RRM 11. egyenletének hagyomanyos és egymodelles globalis (fels6 panel),
individualis (bal als6 panel), illetve (a 7. egyenlettel egyiitt) kétmodelles globalis (jobb alsd
panel) illesztése korabbi ex vivo vizsgalatbol (Gesztelyi és mtsai, 2004) szarmazo, egy intakt
¢s harom torzult E/c gorbét tartalmazd gorbecsaladokra, paronkénti technikdval. Az X

logaritmusa lathato, az y tengelyen pedig a hatds (a kiindulési kontrakcids eré szazalékos
csokkenése). Az intakt E/c gorbék (tomor jeloldk) konvencionalisak, mig a torzult E/c gérbék
(a sotétsziirkétdl a fehérig terjedd szinnel kitoltott jelolok) a gorbefelvételhez hasznalt
torzitd koncentracié a jeloldk szinének vildgosodasaval nétt). A jelolok a valaszok
csoportatlagait jelzik (= SEM). A folytonos vonalak az illesztett 7. (intakt E/c gorbék) és 11.
(torzult E/c gorbék) egyenletet mutatjak, a vastag szaggatott vonalak a 95%-0s konfidencia
savokat, mig a vékony szaggatott vonalak a 95%-os elérejelzési savokat. CPA: N°-
cyclopentyladenosine
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Individualis Globalis
(lokalis) ,mindet-egyszerre” »paronkénti”
egymodelles  kétmodelles egymodelles kétmodelles
Pontossag nagyon jo rossz/jo rossz/jo jo jo
Megbizhatésag jo rossz rossz rossz nagyon jo
Kényelem igen nehézkes igen konnyl konnyt konnyti nehézkes

7. tablazat. Az RRM harom f6 jellemz6jének alakulasa a 11. egyenlet kiilonbozéféleképpen

valo illesztése esetén
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5. Megbeszélés

5.1. Ex vivo kovetkeztetések

A purinerg transzmisszid, amely magaban foglalja az adenozinerg atvitelt is, az egyik
legrégebbi és leggyakoribb szabalyozd mechanizmus a tobbsejtii allati szervezetekben. Az
adenozin tobb jelatviteli utvonalat is aktival, melyek elsésorban védelmi és helyreallitd
funkcioval rendelkeznek (Geldenhuys és mtsai, 2017; Sousa és Diniz, 2017; Reiss és mtsai,
2019).

Az A1 receptor, ami a myocardium f6 adenozin receptortipusa, Gi és Go fehérjék révén
csokkenti a cAMP szintet és noveli a kifelé irAnyuld K*-aramot. Ez akut hatésait tekintve
negativ trop hatasokhoz vezet, melyek kiilondsen a pitvarokon kifejezettek (Belardinelli és
mtsai, 1995; Fredholm és mtsai, 2001, 2011; Geldenhuys és mtsai, 2017; Sousa és Diniz,
2017; 1Jzerman és mtsai, 2022). A sziv adenozinerg rendszerével kapcsolatos kutatasok
alapul szolgéalhatnak bizonyos sziv- és érrendszeri betegségek, kiillondsen az ischaemias
szivbetegség ¢s egyes supraventricularis arrhythmiak kezelésére szolgaldo gyodgyszerek

kifejlesztéséhez (Szentmiklosi és mtsai, 2011, 2015; Perfilova és mtsai, 2023).

Az 0jabb adenozin analogok fejlesztése tobb potencidlis gyogyszerjeldlt molekulat
eredményezhet, melyek az eddigi tapasztalatok alapjan jellemzOen antiarrhythmias,
fajdalomcsillapito, gyulladascsokkentd vagy antiviralis hatasokkal rendelkeznek (Tabrizchi
és Bedi, 2001; Riksen és mtsai, 2008; Guieu és mtsai, 2021; Batra és mtsai, 2021; Kutryb-
Zajac és mtsai, 2023; Perfilova és mtsai, 2023; Vincenzi és mtsai, 2023; Jacobson és mtsai,
2019, 2023). A vizsgalatunk targyat képez6 HT is egy nemrég szintetizalt szerkezeti analog.
A molekulaban riboz helyett egy morfoliné alap triciklusos kondenzalt gytir(i, mig az adenin
helyett hipoxantin talalhat6 (4. abra). Ezt az analogot antiviralis terapiara szantak és erre
vonatkozoan vizsgaltak is a vegyiiletet (Kicsak, 2018; Kicsak ¢s mtsai, 2018). A jelen ex vivo
vizsgalat célja az volt, hogy feltarjuk a HT potencialis inotrop és chronotrop hatésait

patkanybol izolalt bal és jobb pitvaron.

Eredményeink alapjan a HT gyenge pozitiv inotrop és még gyengébb chronotrop
hatassal rendelkezik. A szelektiv, ortosztérikus és reverzibilis A; receptor antagonista CPX-
el mind a pozitiv inotrop, mind a pozitiv chronotrop hatas gatolhato volt, azonban

(feltehetden az eleve kis hatas értékeket terheld jelentGs szoras miatt) a gatlas statisztikailag
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nem bizonyult szignifikansnak (5., 6. abra).

Mivel egy receptor ortosztérikus kotéhelyéhez vald kapcsolodas révén kifejtett hatas
legfontosabb farmakolodgiai bizonyitéka az adott hatdsnak egy szelektiv, ortoszterikus
antagonistaval valo gatolhatdsaga, nem allithatjuk teljes bizonyossaggal, hogy a HT pozitiv
trop hatasait az Az receptor ortosztérikus kotéhelyéhez kotédve valtja ki. Amennyiben mégis
igy van, a HT az A1 receptor ortosztérikus inverz agonistaja (mivel az endogén agonista

adenozin negativ trop hatasokat medial).

Az A; receptor inverz agonizmusa egyébként ritkan megfigyelt jelenség. Amikor
eddig egy A1 receptor ligand esetében inverz agonista viselkedést tapasztaltak, az jellemzden
gyenge hatasokat foglalt magaba (He és mtsai, 2013; Lu és mtsai, 2014). Mas receptorok
esetében is relative késon azonositottak azok inverz agonistait, mivel ezeket sok kisérleti

rendszerben nehéz elkiiloniteni az antagonistaktol (Greasley és mtsai, 2006).

A HT jelenlétében készitett adenozin E/c gérbék hasonlo lefutast mutattak, mint az
onmagukban felvett (nativ) adenozin E/c gorbék (5., 6. abra). Feltételezve, hogy a HT
altalunk megfigyelt hatasait az A1 receptor medialja, valdszinisithetjiik, hogy szamottevéen
Kisebb affinitassal képes kotédni az Ar receptorhoz, mint az adenozin, ezért konnyen
leszorithatd a receptorrdl. Kiemelend6 tovabba, hogy a HT valamelyest fokozta az adenozin
negativ inotrop hatasat (ami a bal pitvaron statisztikailag is szignifikans volt) (5. abra). Ezt a
jelenséget végiggondolva logikusan adodik, hogy a pozitiv inotrop HT megndvelte az
adenozin altal csokkenthetd kontrakcios erdt, ami nagyobb negativ inotrop valaszt tett

lehetévé az adenozin (nagyobb koncentracioi) szamara.

Alternativaként felvethetd, hogy a HT nem kizardlag az A; receptoron keresztiil fejti
ki pozitiv trop hatasait, hanem rendelkezik egy ettdl fliggetlen szignalizacios (esetleg
metabolikus) utvonallal is. Ez az alternativ Gtvonal magyarazatot nyajtana arra is, hogy a
CPX miért csak részben tudta gatolni a HT supraventricularis myocardiumon megfigyelt
hatasait (5., 6. abra).

Habar a kétféle pitvaron az inotrop hatasok nagyon hasonloak voltak, a jobb pitvari
mérési adatokat nagyobb szoras terhelte, mint a bal pitvariakat (5. abra). Ez ramutat arra,
hogy az inotropia szempontjabol az allando frekvencian miikodtetett bal pitvar megbizhatobb

modellt kinal, mint a spontan m{ikodé jobb pitvar.

Osszegezve a fentieket megallapithatjuk, hogy az HT gyenge pozitiv ino- és

chronotrop hatasokkal rendelkezik mind a bal, mind a jobb pitvarokon, melyeket Wistar
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patkanyokbol izolaltunk. Eredményeink alapjan vélhetéen kis affinitast, ortosztérikus,
reverzibilis, gyenge A1 receptor inverz agonista sajatossaggal rendelkezik, hatasai hatterében

azonban nem zarhato ki ezen kiviili mechanizmusok 1étezése sem.

5.2. In silico kovetkeztetések

Munkénk soran az RRM kiilonbo6z6 kivitelezési lehetoségeivel kapott eredményeket
hasonlitottuk 6ssze harom f6 szempont alapjan: pontossag (a regresszidt végzo szoftver altal
adott becslés eltérése az altalunk kialakitott meghatarozand6 értéktdl, az Un. torzitd
koncentraciotdl), precizitds (a regresszidt végzd szoftver értékelése a meghatarozas
megbizhatosagarol) és kényelem (a Kivitelez6 részérél sziikséges id6, figyelem és
eléismeretek mennyisége). A meghatarozast korabbi ex vivo kisérleteinkbdl (Gesztelyi és
mtsai, 2004; Szabo és mtsai, 2019a) szarmazo E/c gorbeparokon (egy intakt és egy torzult

E/c gorbe) és gorbecsaladokon (egy intakt €s harom torzult E/c gorbe) végeztiik.

Az RRM alapja egy egyszeri (vagyis nem tobbszords), nemlinearis
regresszioanalizis. Az RRM modell két valtozot (loge és E') és legalabb egy variabilis
logaritmusa, amelyet E/c gorbe felvételéhez hasznalunk. Az E’ olyan hatas(érték), amelyet
részben az E/c gorbe elballitasahoz alkalmazott agonista (E’-hoz tartozo) koncentracidja
valtott ki egy biologiai rendszerben, részben viszont valami mas okozott, amit nem vettiink
figyelembe az E’ meghatarozasanal. A logcx (illetve cx) paraméter szerepe az, hogy a
regresszid soran szamszerlsitse ezt a ,valamit”. Ez a szamszerisités az E/c gorbe
eléallitasahoz alkalmazott agonista azon koncentraciojaval torténik, ami ugyanakkora
torzulast (latszolagos valaszkészség-csokkenést) okoz, mint az eredeti kivaltd tényezo.
Egyszerli esetben ez a szadmszerlisitendd tényezd egy agonista egyetlen, allando
koncentracidja, ami jelen volt mar az adott bioldgiai rendszerben az E/c gorbe felvételét
megeldzden is (de nem annyi ideig, hogy érdemleges receptor deszenzitizaciot hozzon l1étre).
Az RRM célja ennek a torzitd agonista koncentracionak a meghatarozasa. A legegyszertibb
esetben az RRM-hez hasznalt agonista €s a torzitd agonista azonos, ekkor az RRM direkt
modon a torzitd koncentraciot becsiili az altala szolgaltatott cx értékkel (vagy annak

logaritmusat a logcy értékkel) (Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a, 2010D).
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Habar az RRM eredendéen egy linearis Osszefliggést fogalmaz meg (lasd
alapegyenletét, a 2. egyenletet), a koncentraci6 és a bioldgiai hatds kozotti kapcsolat
jellemzOéen nem linearis. Ezért az RRM alapegyenletét a nemlinearis Hill egyenlettel
kombinaltuk, hogy a méodszer képes lett a nyers (vagy csak minimalisan transzformalt) E/c
adatok kiértékelésére (Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a, 2010b). Ezaltal a
kapott eredmények megbizhatobbak lesznek, mivel minél jobban transzformaljuk az
illesztend6 adatokat, annal nagyobb a kockéazata annak, hogy a nyers adatok bioldgiai
variabilitasa és a mérési hibak jelent6s torzulast okoznak az eredményekben (Motulsky és

Christopoulos, 2004).

A RRM nemcsak koncentraciébecslésre alkalmas (mint példaul az endogén adenozin
intersticialis felhalmozodasanak meghatarozasara nukleozid transzport blokad soran: Karsai
¢és mtsai, 2006, 2007), hanem mas tipust problémak megoldasara is. Az RRM segitségével
korrigalni lehet adenozin receptor agonistak olyan E/c gorbéit, melyeket az endogén
adenozin-szint novekedése torzitott. Ennek megfeleléen az RRM segitett feltarni az EHNA
[2-es tipust foszfodiészteraz (PDE2) és adenozin-dezaminaz (ADA) gatldé/ enyhe pozitiv
inotrop hatasat, ami részben val6sziniileg a PDE2 gatlasbol, részben pedig egy, az ADA
gatlokra jellemz6, eddig feltaratlan mechanizmusbol fakad (Gesztelyi és mtsai, 2003;
Kemény-Beke és mtsai, 2007; Pak és mtsai, 2015). Emellett az RRM segitségével sikeriilt az
FSCPX (irreverzibilis A1 receptor antagonista) egy 0j tulajdonsagat feltarni, nevezetesen azt,
hogy valamilyen mechanizmussal, feltehet6en egy ektonukleotidaz gatlasaval csokkenti az
intersticialis adenozin koncentraciot. Ennek felgongydlitése egy in silico (Zsuga és mitsai,
2017; Szabo ¢és mtsai, 2019b) és ex vivo (Erdei és mtsai, 2018; Viczjan és mtsai, 2021)
vizsgalatokbol allo kisérletsorozattal sikeriilt. Az RRM alkalmazasa lehetové tette az
adenozin kivaltotta direkt negativ inotrop hatashoz tartozé A receptor rezerv becslését,
annak ellenére, hogy az adenozin nehezen mérhet6 ex vivo (és in vivo is) rovid felezési ideje
miatt (Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014; Zsuga ¢és mtsai, 2017). Az RRM emellett
hozzajarult annak tisztazasahoz, hogy a kannabidiol (egy széles korben hasznalt
fitokannabinoid) két lehetséges hatasmechanizmusa koziil (A1 receptor agonizmus illetve
nukleozid transzport gatlas) melyik lehet felelés az adenozinerg aktivitas fokozasaért

(eredményeink szerint a nukleozid transzport gatlasa) (Viczjan és mtsai, 2022).

Az RRM alapegyenlete (2. egyenlet) leirja a kapcsolatot a torzult hatas (E’, melyet
csokkent valaszkészségii biologiai rendszerben mérhetiink bizonyos koriilmények kozott) és

a hozza tartozo6 intakt hatas (E, amit ugyanazon rendszer intakt valaszkészségli allapotaban
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mérhetiink) kozott. Ezt az dsszefliggést magaban foglalva az RRM modellje (3. egyenlet, 8-
de altalaban inkabb annak logaritmusat: logcC) és a csokkent valaszkészség okat, amit torzitd
koncentracioként (Cx, vagy ennek logaritmusa: logcx) kezel. Az RRM modellje tartalmazza a
receptorfunkcio egy kvantitativ modelljét is, ami altal annak paramétereit is hasznalja. Ez a
receptorfunkcios modell legtobbszor a Hill egyenlet (1. egyenlet, 7. egyenlet), de
kiprobalasra keriilt mar a Richards egyenlet is, csak tul bonyolultnak bizonyult gyakorlati
problémak megbizhaté megoldasara (Grenczer és mtsai, 2010b). Noha az egyszerliség a
legtobb gyakorlati kérdés megvalaszoldsanal elény, elméleti szempontbol az RRM modellje
ugy egészében is tulsagosan leegyszerusitettnek tekinthetd. Ez akkor okozhat problémat,
amikor az RRM-et két kiilonb6z6 agonista egylittes hatasabol szarmazé E/c adatokra
alkalmazzak. Elképzelhetd, hogy ennek tudhatd a modszer néhany hianyossaga (Grenczer és

mtsai, 2010a, 2010Db).

Az RRM-hez legalabb két (tipust) E/c gorbére van sziikség. Intakt E/c gorbe, ami az
agonista hatasat az intakt valaszkészséggel rendelkez6 rendszerben mutatja, tovabba torzult
E/c gorbe, ami ugyanazon agonista hatasat a csokkent valaszkészségii rendszerben irja le. Az
RRM modelljét az intakt E/c gorbébdl nyert informaciok felhasznélasaval kell illeszteni a
torzult E/c gorbére (Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a; Szabo és mtsai,
2019a). Ez az ,.informacioatvitel” tobbféleképpen is megoldhato, ez kiilonbozteti meg az
individualis (lokalis), egymodelles globalis és kétmodelles globalis regressziot. A jelen
disszertacio alapjaul szolgalo in silico vizsgalat egyik célkitiizése az volt, hogy kideritsiik, a

harom illesztési mod koziil melyik optimalis az RRM kivitelezéséhez.

Mindemellett a kétmodelles globalis illesztést felhasznaltuk a logcx jelentéségének a
tisztazasara is az ép E/c gorbék illesztése szempontjabol. A kétmodelles globalis regresszid
ugyanis rendelkezik a globdlis illesztés eldnyeivel (megbizhatdsag, kényelem), de nem
illeszti a logcx-et (illetve cx-et) az intakt E/c gorbére, ahol a cx vart értéke a nulla. Az
egymodelles globalis regresszid soran ugyanakkor elkeriilhetetlen a logex (vagy cx) intakt E/c
gorbére valo illesztése. Ez azt az elméleti kérdést vetette fel, hogy okozhat-e problémat a
logex illesztése gy, hogy a cx-nek nullanak kellene lennie, de a nullainak nem lehet

logaritmusa (Szabo és mtsai, 2019a).

A regresszio egyik érdekes sajatossaga, hogy ekvivalens, de formailag kiilonb6z6

egyenletek illesztése valamelyest eltéré eredményeket adhat. Ebbol kdovetkezik in silico
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vizsgélatunk masik célja, hogy kideritsiik, javithatoak-e az RRM-mel kapott eredmények, ha

(az algebrai ekvivalencia megdrzése mellett) egyszerisitjiilk az RRM modelljét.

Ajanlasok alapjan ahhoz, hogy szimmetrikus konfidencia intervallumokat kapjunk, a
log-normalis (Galton) eloszlast kovetd paramétereket (pl. minden koncentracio jellegii
mennyiség) logaritmusként kell hasznalni a gorbeillesztésre szant modellekben (Motulsky és
Christopoulos, 2004). Az RRM modelljében a torzitd koncentracié logaritmikus (10'°9%) és
nem logaritmikus formaban (Cx) is kifejezhetd, ami — az el6bbiekbdl kovetkezden —
befolyasolhatja maganak a becslésnek is az eredményét. Mivel a kiértékelés soran hasznalt
szoftver (Gjabb verzidja) kezelni tudta az aszimmetrikus konfidencia intervallumokat is,
megvizsgaltuk, hogy a torzitd koncentracié melyik formédja jobb az illesztéshez (a becslés és
a meghatarozas egészének tulajdonsagaira koncentralva). Ezért a jelen in silico vizsgalatban
az RRM harom kiilonb6z0, de algebrailag ekvivalens modelljét (9-11. egyenlet) vizsgaltuk
meg a becslés pontossaga és a meghatarozas precizitasa szempontjabol (kényelmi szempont
e téren nem merilt fel). A harom RRM modell (9-11. egyenlet) harom szempont alapjan

kiilonbozott egymastol:

e a modell egészének formai Gsszetettsége (az eredeti formahoz kozelebb allo vagy
egyszerisitett);
e Cx-el valo osztas az adott modell kialakitasa soran (van vagy nincs);

e atorzitd koncentracié kvantifikalasanak formaja (cx vagy 10'°9%),

Az eddig emlitett regresszios modok kombindlhatéak két tovabbi illesztési
lehetdséggel, a regresszid hagyomanyos és robusztus modjaval. Ezéltal figyelembe vehetjiik
az adatpontok szordsanak eloszlasat a regresszids fliggvény koril. Meg kell emliteni
azonban, hogy a robusztus regresszid kevesebb eredményt ad, nem teszi ugyanis lehetévé a

precizitas meghatarozasat (Curve Fitting Guide, 2024).

Ezen tulmenden, ha egynél tobb torzult E/c gorbe tartozik egy intakt E/c gorbéhez,
akkor két lehetdség is nyilik az RRM globalis regresszioval vald kivitelezésére: minden
Osszetartozo E/c gorbe egyszerre torténd illesztése (mindet-egyszerre technika), vagy a
torzult E/c gorbék kiilon-kiilon valo illesztése az intakt E/c gorbével (paronkénti technika).
Ez a két lehetéség is alkalmasint eltér6 eredményekre vezethet, ezért dontottiink a

megvizsgalasuk mellett.
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Eredményeink alapjan, nagy vonalakban, az RRM elfogadhatéan pontosnak
bizonyult a regresszids lehetdségek minden alkalmazott kombinacidja esetén (3-6. tablazat).

Ez alo6l a harom legfontosabb kivétel:

1) a 9. egyenlet (az RRM nem egyszeriisitett és Cx-et tartalmazo modelljének)
egymodelles globalis illesztése;

2) al0. egyenlet (az RRM egyszerisitett és Cx-et tartalmazo modelljének) az intakt
E/c gorbékre valo egymodelles globalis illesztése (4. tablazat);

crcr

mindet-egyszerre technikaval valo globalis illesztéssel (6. tablazat).
Ezekbdl harom f6 (lentebb részletezett) tanulsag vonhato le:

1) cxszerepeltetése az RRM modelljében (logcx helyett) inkabb hatranyt jelent, mint
elényt;

2) azegyszerusitett modell elénydsebb az RRM szamara, még a cx-el vald osztasbol
fakado elméleti aggalyok ellenére is (egy olyan paraméter esetében, ami nulla is kell, hogy
lehessen);

3) akis torzitd koncentracio kihivast jelent az RRM szamara, kiilondsen, ha egy E/c

gorbecsalad mindet-egyszerre technikaju globalis illesztésével kivanjak meghatarozni.

Ad 1) A cx hasznalata az RRM modelljében nem javitotta sem a pontossagot, sem a
precizitast. Sot, egyes esetekben a cx rontotta a precizitast azaltal, hogy novelte a korrelaciot
az egyes paraméterek kozott, a 9. egyenlet (ami nincs egyszerlisitve és cx-et tartalmaz)
egymodelles globalis illesztése pedig egyenesen lehetetlenné tette a meghatarozast. Ez az
eredményliink ravilagitott arra, hogy munkacsoportunk korabban tévesen feltételezte, hogy a
logcx-et tartalmazo RRM modell egymodelles globalis illesztése azért teljesitett varakozason
alul, mert az intakt E/c gorbék esetében a cx nem tudott nulla értéket felvenni (Szabo és mtsai,
2019a). Lesziirhetjiik, hogy az RRM hidnyossagai nem a logcx hasznalatabol erednek. Ezt a
jelen in silico vizsgalat egy masik eredménye is megerdsitette, miszerint a kétmodelles
globalis illesztés (melynél az RRM modell nem keriil kapcsolatba az intakt E/c gorbékkel)
nem javitotta az RRM pontossagat az egymodelles globalis illesztéshez képest (marmint ahol
ez utobbi elfogadhato becsléseket adott), noha a legprecizebbnek bizonyult (3. és 4. tablazat;
7-9. abra).

Ad 2) Az RRM alkalmazasa soran tapasztalt nehézségek feltehetéen a modell

viszonylagos bonyolultsdganak tudhatok be, még az egyszertisitett 11. egyenlet esetében is.
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Ezen tilmenden azonban megallapithatjuk, hogy minél bonyolultabb egy regresszios modell,
annal nagyobb mértékii korrelacio l1éphet fel a modell paraméterei kozott (Curve Fitting
Guide, 2024). Ebbdl kovetkezben torekedni kell a leheté legegyszeriibb (még alkalmas)

modell hasznalatara (2. tablazat).

Ad 3) Korabbi in silico eredményeinkkel 6sszhangban a jelen in silico vizsgalat is
megerésitette, hogy a tal kicsi vagy til nagy koncentraciokat az RRM jellemzéen csak
szamottevd pontatlansaggal tudja meghatarozni (Grenczer és mtsai, 2010a, 2010b). Egy
torzitd koncentracié akkor tekinthetd kicsinek vagy nagynak, ha a hatasa (Ex a 2.
egyenletben) kicsi vagy nagy az E/c gorbékhez hasznalt agonista maximalis hatdsahoz képest
(ami az Emax @ 3., 8-11. egyenletekben). E/c gorbecsaladok esetében ugyanakkor a globalis
regresszio pontossaga (kis koncentracido meghatarozasakor) és precizitasa (minden esetben)
jelentésen javithato volt paronkénti technika alkalmazasaval (v6. 5. és 6. tablazat). Ebbol
kovetkezéen nem javasoljuk ketténél tobb E/c gorbe globalis illesztését az RRM
alkalmazasakor, annak ellenére sem, hogy kényelmes és a legtobb esetben jo becslést ad.
Ennek megfelelden a tovabbiakban a globdlis regresszi6 eredményei koziil azokat

ismertetem, amelyeket paronkénti technikaval kaptunk (ha nem, azt kiilon jelzem).

Ami a tovabbi regresszios lehetéségeket illeti, pontossag tekintetében az individualis
illesztés bizonyult a legjobbnak, melyet szorosan kovet a (logcx-el alkalmazott) globalis
regresszio, fliggetleniil a modellek szamatol. Ami a precizitast (vagyis a becslések
megbizhatdsagat) illeti, a kétmodelles globalis regresszio teljesitett a legjobban, ezt szorosan
kovette az individualis illesztés, majd messze lemaradva az egymodelles globalis regresszid
(3-6. tablazat). A hasznalat kényelme szempontjabol a legjobb az egymodelles globalis
regresszio volt, ezt kovette a kétmodelles globalis illesztés, majd a meglehetdsen

koriilményes individualis regresszio (7. tablazat).

Az egymodelles globalis illesztés Kis precizitasat szembetiinden mutatta, hogy mind
a konfidencia intervallumok, mind a konfidencia és eldrejelzési savok meghatarozhatatlanul
tagak voltak (ami aldl érdekes kivételt jelentett a NECA E/c gorbékre illesztett 10. egyenlet)
(8. abra). Ennek a bizonytalansagnak az lehet az oka, hogy a torzitdo koncentraciot becsld
paraméterek (logcx vagy cx) az intakt E/c gorbék illesztésekor nagymértékben fiiggnek a tobbi
paramétertSl (vagyis nagy kozottik a korrelacio). A masik eset, amikor hasonldo mértéki
korrelaciot tapasztaltunk a paraméterek kozott, a legkisebb torzitd koncentracid
meghatarozasa volt mindet-egyszerre technikaval végzett globalis regresszioval (a modellek

szamatol fliggetleniil).
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A teljesség kedvéért az individualis regresszio javara meg kell emliteni, hogy az RRM
kivitelezésének legrégebbi modja tdmasztja a legkevesebb kovetelményt az alkalmazott
gorbeilleszté szoftverrel szemben. Ennek értékét persze csokkenti, hogy napjainkban sok
olyan szoftver koziil lehet valasztani, amelyeknek a globalis regresszio nem képezi a sziik

keresztmetszetét.

Itt bemutatott in silico vizsgalatunkban az RRM kiilonboz6 kivitelezési modjai kdzott
a legtobb kiilonbséget a precizitas és a hasznalat kényelme terén talaltuk. Ezzel 6sszhangban
a regresszid hagyomanyos és robusztus médja kozott kevés kiilonbséget tapasztalhattunk,
hiszen a robusztus illesztés nem ad meg konfidencia intervallumokat, illetve konfidencia és
elérejelzési savokat. Ami a gorbeillesztés kényelmét illeti, ezt a regresszié hagyomanyos

vagy robusztus volta egyaltalan nem befolyasolja (3-6. tablazat).
Osszefoglalva az eddigieket, az RRM kivitelezését a kdvetkezoképpen javasoljuk:

e a logcx-et tartalmazd egyszeriisitett modellel (ebben a disszertacioban ez a 11.
egyenlet volt);

e paronkénti technikaval végzett kétmodelles globalis regresszioval, esetleg
individualis regresszioval (vagy az ellendrzés kedvéért mindkettvel)

e hagyomanyos regresszioval, esetleg — pontatlan adatok esetén — robusztus illesztéssel

(vagy ellendrzésképpen mindkettovel).

47



6. Az 0j eredmények osszefoglalasa

A jelen értekezés alapjaul szolgalo ex vivo vizsgalat soran a HT (az adenozin DE
GYTK Gyogyszerészi Kémia Tanszéken szintetizalt analogja) inotrop és chronotrop hatasat
vizsgaltuk patkany pitvari myocardiumra. Eredményeink szerinta HT gyenge pozitiv inotrop
hatast valtott ki a bal és a jobb pitvaron is, amellett — ezzel 6sszhangban — a jobb pitvaron
gyenge pozitiv chronotrop hatasa volt. CPX (szelektiv A1 adenozin receptor antagonista)
jelenléte enyhén (és a statisztikai szignifikancia szintjét el nem éréen) gatolta a HT inotrop
¢és chronotrop hatasait. A HT hatdsai adenozinnal konnyen attérhetoek voltak. A fentiekbdl
arra kovetkeztettiink, hogy a HT az Ai receptor gyenge (low-efficacy), reverzibilis,
ortoszterikus, kis affinitast (low-affinity) és inverz agonistaja. Emellett nem zarhato ki, hogy

a HT Ay receptortol fiiggetlen utvonalon is hat.

A jelen disszertaciot megalapozo in silico vizsgalatunkban a receptorialis
valaszkészség modszer (RRM) kiilonbozo kivitelezési lehetdségeit hasonlitottuk dssze a
becslés pontossaga, az eljaras precizitdsa (megbizhatdsaga) és a kivitelezés kényelme
alapjan. A kovetkezé regresszios lehet6ségeket kombinaltuk: 1.) bonyolultabb vs.
egyszeriibb (de algebrailag ekvivalens) RRM modellek; 2.) logaritmikus (logcx) vs.
nemlogaritmikus (cx) f6 paraméter az RRM modellben; 3.) individualis (lokalis) vs.
egymodelles globalis vs. kétmodelles globalis illesztés; 4.) gorbecsalad (ketténél tobb
Osszetartozo adatsor) globalis regresszioja esetén mindet egyszerre vs. paronkénti illesztés;
5.) hagyomanyos (ordinary least-squares) vs. robusztus regresszio. Eredményeink szerint: 1.)
az egyszeriibb modell jobb, mint a bonyolult (még ha az egyszeriisités elméleti szempontbol
kifogasolhato is); 2.) a f6 paramétert jobb logaritmusként (logcx) hasznalni; 3.) az
individualis illesztés a legpontosabb (emellett elég preciz), a kétmodelles globalis regresszid
a legprecizebb (emellett elég pontos), ugyanakkor a kétmodelles globalis regresszio
kényelmesebb, mint az individualis; 4.) gérbecsaladok esetén a kétmodelles globalis illesztés
csak paronként végezve elég pontos és preciz; 5.) a hagyomanyos €s a robusztus regresszio
egyarant megfeleld, pontos adatokhoz azonban hagyomanyos regressziot érdemes valasztani
(hogy a precizitas megitélhetd legyen), mig pontatlan adatoknal érdemes ellenérzésképpen a
robusztus illesztést is elvégezni. Tehat az RRM kivitelezéséhez paronkénti technikaval
végzett kétmodelles globalis regresszid ajanlott (ellendrzésképpen esetleg individualis
regresszioval kiegészitve), a logcx-et tartalmazd egyszertsitett modell hasznalataval,

hagyoményos modon (pontatlan adatok esetén robusztus illesztéssel kiegészitve).
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7. Summary of the findings

In our ex vivo study underlying this thesis, we investigated the effect of hypoxanthine-
tricyclano (an adenosine analogue synthesized at the Department of Pharmaceutical
Chemistry, Faculty of Pharmacy, University of Debrecen) on the inotropic and chronotropic
regulation of the rat atrial myocardium. We found that hypoxanthine-tricyclano exerted a
weak positive inotropic effect on both the left and right atrium, and, in line with this, it elicited
a weak positive chronotropic effect on the right atrium. The presence of CPX (a selective Ay
adenosine receptor antagonist) slightly inhibited the inotropic and chronotropic effects of
hypoxanthine-tricyclano (which action did not reach the level of statistical significance). The
effects of hypoxanthine-tricyclano were easily surmountable with adenosine. Thus, we
concluded that hypoxanthine-tricyclano may act as a weak (low-efficacy), reversible,
orthosteric, low-affinity and inverse agonist of the Ai: receptor, although alternative
mechanisms of action cannot be excluded.

In our in silico study underlying this thesis, we compared the different implementation
options of the receptorial responsiveness method (RRM) in terms of accuracy of the
estimation, precision (reliability) of the procedure and convenience of use. The following
regression options were combined: 1) more complicated vs. simpler (although algebraically
equivalent) RRM models; 2) logarithmic (logcx) vs. non-logarithmic (cx) main parameter in
the RRM maodel; 3) individual (local) vs. one-model global vs. two-model global fitting; 4)
in the case of global regression for curve families (more than two related data sets), all-at-
once vs. pairwise fitting; 5) ordinary (least-squares) vs. robust regression. We have found
that: 1) the simpler model is better than the more complicated one (even if the simplification
is theoretically objectionable); 2) better to use the main parameter as a logarithm (logc); 3)
the individual fitting is the most accurate (and quite precise), the two-model global regression
is the most precise (and quite accurate), while the two-model global regression is more
convenient than the individual one; 4) to fit curve families, the two-model global regression
is only accurate and precise when performed in a pairwise manner; 5) the ordinary and robust
ways of regression are both suitable, but, for reliable data, it is worth choosing ordinary
regression (so that the precision can be judged), while for scattered data, it is worth also
performing robust fitting as a check. Thus, to implement RRM, two-model global regression
implemented with a pairwise technique is recommended (perhaps together with individual
regression as a check), using the simplified model containing logcx, with ordinary (least-
squares) fitting (together with robust fitting in case of scattered data).
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11. Fiiggelék — az RRM szoftverbe irhato modelljei

Itt az egyenleteket gy mutatom be, ahogyan azokat a gorbeilleszt szoftverben
hasznaltuk (Curve Fitting Guide, 2024). Ennek megfelelden a fiiggetlen és a fliggd valtozo
itt X és Y (mig mashol logc és E vagy E’).

Hill-modellként a szoftver beépitett ,,sigmoidal dose-response (variable slope)”
egyenletét hasznaltuk, nulla értéken rogzitett ,,oottom” paraméterrel (Curve Fitting Guide,
2024) (1asd a 7. egyenletet):

Y=Emax/(1+10"(n*(logeC50-X)))

A 9., 10. és 11. egyenlet individualis és egymodelles globalis illesztésre késziilt
alakjai:
Y=100-100*(100-Emax*(cx+10"X)"*n/((cx+10"X)n+10™~(n*logEC50)))/(100-
Emax*cx”*n/(cx”n+10"(n*logEC50)))
¢s
Y=100-100*(100-Emax/(1+10™(n*(logEC50-log(cx+107X)))))/(100-
Emax/(1+107(n*(logeC50-log(cx)))))
és
Y=100-100*(100-Emax/(1+10"(n*(logeC50-log(10"™logcx+107X)))))/(100-
Emax/(1+10”(n*(logeC50-logcx))))

A 7. egyenlettel egyiitt hasznalt 9., 10. és 11. egyenlet, mint tobbsoros modellek
(,,multiline models™), melyek kétmodelles globalis illesztésre késziiltek:
Hill=Emax/(1+10™(n*(logEC50-X)))

RRM=100-100*(100-Emax*(cx+10™X)n/((cx+107"X)"n+10~(n*logEC50)))/(100-
Emax*cx”*n/(cx™n+10™(n*logEC50)))

<A>Y=Hill
<~A>Y=RRM

tovabba
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Hill=Emax/(1+10~(n*(logEC50-X)))

RRM=100-100*(100-Emax/(1+10™(n*(logEC50-log(cx+107X)))))/(100-
Emax/(1+107™(n*(logeC50-log(cx)))))

<A>Y=Hill
<~A>Y=RRM
valamint
Hill=Emax/(1+10"~(n*(logEC50-X)))

RRM=100-100*(100-Emax/(1+10™(n*(logEC50-log(10™logex+107X)))))/(100-
Emax/(1+10”(n*(logeC50-logcx))))

<A>Y=Hill

<~A>Y=RRM
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12. Fuggelék — az értekezés alapjaul szolgalo

kozlemények
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