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1. Fontosabb roviditések

A1 receptor: A adenozin receptor

Ado: adenozin

CHA: NS-cyclohexyladenosine

CPA: N°-cyclopentyladenosine

cx: az RRM altal szolgéaltatott eredmény (torzitd agonista koncentracio)

E/c: koncentracio-hatds (mas megfogalmazasban: koncentracié-valasz)

ECso: félhatasos (az Emax felét kivalto) agonista koncentraciéd

Emax: maximalis hatas (egy adott szovet adott receptorat ingerelve egy adott agonistaval)
FSCPX: 8-cyclopentyl-N>-[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N!-propylxanthine

NBMPR: nitrobenziltioinozin (nitrobenzylthioinosine); az értekezést megalapozo

vizsgalatok soran S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine-t hasznaltunk
NBTI: Id. NBMPR

NECA: 5'-(N-ethylcarboxamido)adenosine

RRM: receptorialis valaszkészség modszer (receptorial responsiveness method)
SD: standard deviacio

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



2. Bevezetés és célkituzések

2.1. Az altalunk in silico és ex vivo vizsgélt biologiai rendszer f0 sajatossagai

2.1.1. Adenozin, adenozin analdgok és receptoraik

Az adenozin adeninbdl ¢és ribozbol all6 nukleozid, a nukleinsav anyagcsere
metabolitja a guanozin, uridin, timidin €s citidin mellett. Az adenozin kitiintetett szerepe
abbol fakad, hogy egyben az adenozin receptorcsalad endogén agonistija is. A
filogenetikailag 6si purinerg receptorok kozé tartoz6 adenozin receptorok hét transzmembran
doménnel rendelkeznek, G protein-kapcsoltak, ortosztérikus kotdhelyiik az interstitium felé
néz. Az adenozin receptoroknak harom tipusat kiilonboztetjiik meg: A1, Az és Az adenozin
receptor; az Ax-n beliil pedig két altipus differencialhatd: az Axa és Aog. Az A adenozin
receptor (A1 receptor) stimulécidja protektiv és regenerativ folyamatokat indit el testszerte
(Fredholm ¢és mtsai, 2001, 2011a, 2019; Burnstock, 2018; Borea és mtsai, 2018; Ciruela,
2020; Effendi és mtsai, 2020).

Az adenozin nagy aktivitasu enzimek szubsztratja, ezért ex vivo €s in vivo felezési
ideje kicsi (0.6 — 10 s) (Wilbur és Marchlinski, 1997; Pavan és IJzerman, 1998; Borea ¢és
mtsai, 2018). A szintetikus A; receptor agonistadk tobbsége az adenozinnal nagyobb
féléletidejli vegyiilet, mivel rosszabb szubsztratjai az adenozin metabolizmusaban szerepld
enzimeknek (Pavan és [Jzerman, 1998; Fredholm és mtsai, 2001, 2011a). Ezzel 6sszhangban
a nagy felezési idejli, szintetikus A receptor agonistdk E/c gorbéi balra toltak az azonos
koriilmények kozott felvett adenozin E/c gorbékhez képest (Gesztelyi és mtsai, 2003;
Gesztelyi és mtsai, 2013). A stabil agonistdk E/c gorbéi emellett szabalyosabbak ¢s
megbizhatobban jellemzik az A; receptor mikodését, ezért vizsgalatainkban héarom
szintetikus Ay receptor agonistat is alkalmaztunk: NECA (5'-(N-
ethylcarboxamido)adenosine), =~ CPA  (N°®-cyclopentyladenosine) és CHA  (N°-
cyclohexyladenosine) (1. dbra). Szemben az adenozin valamennyi adenozin receptor iranti
affinitasaval és agonista viselkedésével, a NECA csak az A és A receptorokat ingerli, mig
a CPA és CHA szelektiv A receptor agonista. Noha a CHA altal kivaltott maximalis hatas
(a negativ inotropia tekintetében) a korabbi (Gesztelyi és mtsai, 2013) és a jelen vizsgalatok

soran valamivel kisebbnek mutatkozott, mint a tobbiek esetében, mind a négy fentebb



emlitett ligandot az A receptor teljes (,,full”) agonistajaként tartjak szdmon (Fredholm és

mtsai, 2001; Deb és mtsai, 2019).
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1. abra. Az adenozin, NECA, CPA ¢s CHA szerkezete (balrol jobbra)

Az adenozin ¢és harom, a fentiekben emlitett anal6gja valamennyien riboz-vazra
¢épiilnek, ami a NECA esetében — egyediiliként — modositott (Elzein és Zablocki, 2008). A
CPA az adenozinnal 1ényegesen lassabban eliminalddik bioldgiai rendszerekbdl (Pavan és
Jzerman, 1998), az altalunk hasznalt vértelen pitvarszovetben pedig kiillondsen stabil
(Gesztelyi és mtsai, 2004). A CHA eliminaldodik a leglassabban in vivo €s ex vivo, nemcsak
az itt emlitett molekulak koziil, hanem altaldban az A receptor agonistak korében (Pavan ¢€s

[Jzerman, 1998).

A legkorabbi receptor modellek az agonistat kotott receptor aktivalodasa esetében
egyetlen aktiv allapotot tételeztek fel (Ruffolo, 1982). Noha késdbb, a parcidlis agonistak
hatdsanak magyarazatira mar felvetették tobb, kiilonb6z6 mértékben aktiv receptor
konforméacio létezését, az agonistdk funkcionalis szelektivitdsanak gondolata nem tekint
vissza hosszt multra. Eszerint ugyanazon receptor kiilonb6z6 agonistai nemcsak a kivalthato
maximalis hatds nagysagaban térhetnek el egymastol, hanem el6fordulhat, hogy eltérd
szignalizacios utvonalakat aktivalva (vagy legalabbis a kiilonbozo jelatviteli utakat eltérd
mértékben stimulédlva) eltérd hatasprofilt produkaljanak. Amennyiben egy adott receptor
esetében tipikusnak tartanak egy bizonyos hatasprofilt, az ettdl valo eltérést torzult
agonizmusnak (biased agonism) is nevezik (Vecchio és mtsai, 2018). A mi kisérleteinkhez
hasznalt harom szintetikus agonista (NECA, CPA, CHA) esetében is megfigyelték, hogy az
altaluk aktivalt A; receptor eltérd preferenciaval kapcsolddik kiilonbozo tipust G

proteinekhez (Verzijl és I[jzerman, 2011), bar az A receptor esetében a kiillonbdzd agonistak



funkcionalis szelektivitasa altaldban nem eredményez kiilondsebben diverz hatdsokat
(Langemeijer és mtsai, 2013). A funkciondlis szelektivitds (torzult agonizmus) létezése
minden esetre aldhtizza a tobbféle agonista hasznalatdnak elényds voltat ugyanabban a

biologiai rendszerben valamely hatas vagy jelenség vizsgalatakor.

A CPX avagy DPCPX (8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine) és az FSCPX (8-
cyclopentyl-3-[3-[[4-(fluorosulfonyl)benzoyl]oxy]propyl]-1-propylxanthine) =~ mindketten
olyan adenozin analdgok, amelyek szelektiv A; receptor antagonistak (2. ébra). A CPX
kotdédése az A receptorhoz reverzibilis €s igy azt kompetitiv médon gatolja (Fredholm ¢és
mtsai, 2001). Az FSCPX el0szor szintén reverzibilisen kotdédik az A; receptorhoz, ezt
azonban egy iddigényes, feltehetden kovalens kapcsolodasi 1€pés koveti, amely az FSCPX-
et irreverzibilis antagonistava teszi (van Muijlwijk-Koezen és mtsai, 2001; Srinivas €s mtsali,
1996, Morey ¢és mtsai, 1998). Az FSCPX kedvezdtlen tulajdonsaga, hogy vizes kozegben
gyorsan (par perc alatt) elbomlik (van Muijlwijk-Koezen és mtsai, 2001). Erdekes modon
ennek ellenére ex vivo és in vivo ki tudja fejteni irreverzibilis gatlo hatasat. Ez felveti, hogy
€10 bioldgiai rendszerekben azok lipid fazisaba olddédva az FSCPX védetté valik és el tudja

érni membranhoz kotott célpontjat, az A receptort.
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2. abra. A CPX (balra) és FSCPX (jobbra) szerkezete

2.1.2. Az adenozinerg rendszer taplalkozastudomanyi jelentsége

Habar az adenozinerg rendszer gastrointestinalis traktusban valo szerepét sokaig nem
fogadta el a tudomanyos kdzvélemény, mar egészen koran, az 1970-es években megsziiletett
a felvetés, hogy az adenozin-szarmazék ATP extracellularis szignadlmolekulaként is képes
viselkedni (Burnstock, 1972, 1976). A gastrointestinalis non-adrenerg, non-kolinerg rendszer
mara mar tankonyvi jelentdségli tény, igy nem nehéz Osszefliggést talalni az adenozinerg

rendszer ¢és a taplalkozastudomany kozott sem.



A hutsok (melyek parenchymdja a harantcsikolt izom) sok ATP-t tartalmaznak. A
megromlas ellen kezelt, allni hagyott husok ATP tartalma id6vel adenozin-monofoszfatta, az
pedig részben inozin-monofoszfatta (inozinsav) alakul, melynek ize az umami (japan: &
=umami = iz, zamat) egyik komponense (Hong és mtsai, 2017). Az umami izkvalitas forrasa
dontden a fehérjékbdl felszabaduld glutamat natrium-sdja, de emellett a természetes eredetii
taplalékokban tobb nukleotid is részt vesz a kialakitasaban, igy az inozin-monofoszfat is,

melyet E630 szam alatt izfokozoként is hasznalnak (Food-Info, 2020).

Maga az adenozin-monofoszfat ,,sajat” protein kinazt aktival (AMP-aktivalt protein
kindz: AMPK), ami az Gn. gydgyhatasu élelmiszerek (az angol szakirodalomban a taplalék
és gyogyszer szavak Osszevonasabol: nutraceuticals) egyik célpontja (Marin-Aguilar és
mtsai, 2017). Az AMPK energia-érzékeloként miikddik a sejteken beliil, aktivalodasa az
ATP-megorzés felé billenti el a metabolizmust. Az AMPK aktivitasanak csokkenését szamos
tanulmany kiilonféle betegségekkel hozza Osszefiiggésbe (pl. diabetes mellitus,
kardiovaszkuldris és neurodegenerativ betegségek) (Friedrichsen és mtsai, 2013; Ullah ¢és
mtsai, 2014). A taplalékkal bevitt novényi hatdéanyagok koziil (pl. antocianinok, flavonolok,
lignanok) tobb is képes aktivalni az AMPK-t és ezzel befolyasolni az adenozinerg rendszer

miikddését (Marin-Aguilar és mtsai, 2017).

Vannak az adenozin receptorokra kozvetleniil haté gyogyhatdsu élelmiszerek
(funkcionalis taplalékok) 1is. Az adenozin Onmagaban is gyulladds-csokkento,
immunszupresszans hatast biomolekula, ami gyulladasos kornyezetben fokozott mértékben
keletkezik sejtfelszini ektonukleotidazok altal, akar bakterialis sejtek felszinén is (Alam és
mtsai, 2015). Az igy képzddott extracellularis adenozin jotékony hatast lehet, amennyiben
visszafogja a talzott immunvalaszt, de karos is lehet, ha a baktériumok talélését segiti el6 a

gyulladas korlatozéasaval (Alam és mtsai, 2015).

Természetesen meg kell emliteni a kdvéfogyasztas adenozinerg rendszert befolyasolo
hatasat is, mint jelentds taplalkozastudomanyi kapcsolatot: a (tobb mas novény mellett a)
kavéban eléforduld metilxantin-szarmazék koffein nem-specifikus (A és Az) adenozin
receptor antagonista hatast (Chen ¢és mitsai, 2013). A metilxantin-szarmazék koffein
stimuléns hatas(, ami ellenstilyozza a kdozponti idegrendszerben (elsdsorban a homloklebeny

crer

(Lazarus és mtsai, 2019).



Az adenozinerg rendszeren hat6 gyogyszerek kifejlesztésének éppen az a nehézsége,
hogy az adenozinerg szabdlyozés altalanosan jelen van a szervezetben és ezért hatédsai
rendkiviil szertedgazdak (Chen és mtsai, 2013; Fredholm ¢és mtsai, 2011a; Nicolaidis, 2006;
Freilich és Tepper, 1992). A tradicionalis (kiilondsen a kinai) gydgyaszat azonban szamos
olyan gyogyndvényt tart szdmon, melyek kedvezd hatasai, legalabbis részben, az
adenozinerg rendszer befolyasolasan keresztiil érvényesiilnek. A teljesség igénye nélkiil:
Polygala tenuifolia, Valeriana officinalis, Gastrodia elata, Paeoniae radix, Smilax glabra és

Dioscorea polystachya.

A kinai pacsirtafii vagy mas néven kinai szenegafli (Polygala tenuifolia) gyokere a
kinai medicindban szedativ és koptetd hatdsi gyogyszerek készitésre haszndlatos, de
gyulladacsokkentd, memoria-serkentd €s neuroprotektiv hatdsarol is beszamoltak (Park ¢€s
mtsai, 2006). Szedativ hatasa hatterében Aza adenozin receptor agonizmust feltételeznek
(Kwon ¢és mtsai, 2004). A macskagyokér (Valeriana officinalis) vizes kivonatanak szedativ
¢s antikonvulziv hatasa feltehetdleg A1 receptor stimuldlason keresztiil valosul meg (Rezvani
és mtsai, 2010). Az orchideafélékhez tartoz6 Gastrodia elata egy, szintén a tradicionalis kinai
medicina altal felismert gyogynovény: gyoktorzs-kivonatanak neuroprotektiv hatdsa van,
melyben az Aja receptor stimuldldsa jatssza a fO szerepet (Tsai és mitsai, 2011). A
monoterpén-glikozid paeoniflorin a Paeoniae radix (bazsardzsa gyokér) egyik legfontosabb
hatoanyaga, ami az A receptor aktivalasan keresztiil valtja ki neuroprotektiv és allodynia
csokkentd hatasat (Andoh és mtsai, 2017). A Smilax glabra (sarsaparilla vagy szarcsagyokér)
gyoktorzsének f6 hatdéanyaga a flavonoid astilbin, melynek gyulladascsokkentd,
immunmodulans hatdsa az Aza receptor expresszidjanak fokozasara vezethetd vissza. Az
astilbin kis dézist methotrexattal kombinalva hatékonynak mutatkozott a rheumatoid
arthritis kezelésében, melynek kdszonhetden csokkenthetd volt a methotrexat dozisa és igy
toxicitasa (Ma és mtsai, 2018). A jamgyokér vagy mas néven jamsz (Dioscorea polystachya)
oralis adas mellett védo hatast fejtett ki a lipopoliszachariddal kivaltott sepsis indukalta
szivizom kontraktilitds-csokkenéssel szemben, melyet adenozin tartalmara vezettek vissza
(kiindulva abbdl, hogy az oralisan adott adenozinnak hasonl6 hatdsa volt) (Zeng és mtsai,

2019).



2.1.3. Az adenozin viselkedése a pitvari myocardiumban

Az A receptor szinte minden szovetben megtalalhatdo (Fredholm és mtsai, 2001,
2011a, 2019; Burnstock ¢és mtsai, 2010; Burnstock, 2018; Borea ¢és mtsai, 2018), koztiik a
myocardiumban is, melynek f6 adenozin receptor tipusa (Burnstock és Pelleg, 2015). Az A
receptor funkcidja dontden protektiv és regenerativ folyamatok inicidlasat foglalja magaba
(Fredholm ¢és mtsai, 2001, 2011a; Headrick és mtsai, 2003, 2013; Szentmikldsi és mtsai,
2011, 2015; Ciruela, 2020; Effendi és mtsai, 2020). Ilyen protektiv mitkodésnek tekinthetoek
az A receptor altal medialt negativ trop hatasok, koztiik az erdteljes negativ inotrop hatas is.
Kétféle negativ inotrép hatast kiilonboztethetiink meg: az indirektet, ami a stimulalt
kontrakcios erdt redukalja a nyugalmi szintre, és a direktet, ami a nyugalmi kontrakcios er6t
is képes csokkenteni. E16bbi a pitvarokon és a kamrakon is megfigyelhetd, mig utobbi csak
a pitvarokra jellemzd (Kurachi €s mtsai, 1986; Belardinelli és mtsai, 1995; Shryock és

Belardinelli, 1997).

Az A1 receptor negativ inotrép mitkodése két {6 jelatviteli uton keresztiil valésul meg:
muszkarin aktivalta K™ csatorna nyitasat és az adenilciklaz enzim gatlasat. A muszkarin
aktivalta K" csatorna f6leg supraventricularis lokalizacidjh, adenilciklaz a kamrakban is
jelentds mennyiségben megtalalhat6 (Belardinelli és mtsai, 1995). Az A receptor aktivacid
mind pitvaron, mind kamran a nyugalmi szintre viszi vissza az adenilciklaz aktivitasat, ami
a stimuldlt kontrakcids erét a nyugalmi értékre csokkenti (indirekt negativ inotrop hatés).
Pitvaron ugyanakkor az A receptor stimuldcio a legtobb emlds fajon a nyugalmi érték ala is
le tudja vinni a kontraktilitast (direkt negativ inotrop hatés), amit a muszkarin aktivalta K*
csatorna fokozott pitvari expresszidjdnak szamldjara irnak (Kurachi ¢és mtsai, 1986;
Belardinelli és mtsai, 1995). A jelen disszertaciot megalapozo kisérletek soran adenilciklaz
stimuléciot nem alkalmaztunk, tehat végig az A receptor direkt negativ inotrép miikodésével

talalkoztuk.

Fiziologias viszonyok kozott (kiemelt jelentdségli ebben a normoxia) a szivizom
adenozin metabolizmusat nett6 interstitialis keletkezés és intracellularis eliminécio jellemzi.
Ennek kovetkeztében a cardiomyocytak nukleozid transzporterein az adenozin folyamatosan
a sejtek belseje felé aramlik, ami fontos eleme a kiilonb6z6 széveti kompartmentek adenozin
szintjeit fenntartd6 dinamikus egyensuly biztositasanak (Deussen és mtsai, 1999; Deussen,
2000a, 2000b). A transzmembran adenozin dramlds a myocardiumban elsdsorban nagy
kapacitasu, ENTI1 tipusu transzportereken keresztiil folyik. Az ENTI1 transzporterek
ekvilibrativak és nitrobenziltioinozinnal (NBMPR vagy NBTI) gatolhatoak (Conant ¢és



Jarvis, 1991; Thorn és Jarvis, 1996; Dekanski és mtsai, 2004; Pastor-Anglada és Pérez-
Torras, 2018). Ez hozzjarul az adenozin in vivo (és ex vivo) tapasztalhatdo rovid
fél¢letidejéhez, valamint ahhoz, hogy az interstitialis adenozin-szintet és annak valtozasait —
a dinamikus egyensuly érzékenysége miatt — nehéz pontosan megmérni (Bassingthwaighte,
1992; Karsai és mtsai, 2006; Ramakers és mtsai, 2008). Ezzel szemben az adenozin egyes
szintetikus analodgjai (CPA, CHA, NECA), amelyek rosszabb szubsztratjai az adenozint
atalakito enzimeknek (Pavan és IJzerman, 1998), hosszabb felezési idejuek és ezért
koncentraciojuk konnyebben meghatarozhato (sét, ex vivo koriilmények kozott a beadott
dozisbal és a térfogatbol egyszeriien ki is szamolhato) (Gesztelyi és mtsai, 2004).

Az NBTI (3. ébra) altali ENT1 blokad az éltalunk hasznalt ex vivo tengerimalac bal
2006, 2007; Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014), melyet a cardiomyocytakba 1ranyulo
adenozin transzport gatlasa és ezaltal az (extracellularisnal joval intenzivebb) intracelluldris
adenozin eliminacié kivédése magyardz (Deussen és mtsai, 1999; Deussen, 2000a, 2000b).
Az NBTI endogén adenozinra kifejtett hatdsanak vizsgalatira munkacsoportunk a
korabbiakban sajat eljarast fejlesztett ki, a receptorialis valaszkészség modszert (receptorial
responsiveness method: RRM). Ennek lényege, hogy NBTI jelenlétében olyan A receptor
az NBTI (Karsai ¢és mtsai, 2006, 2007; Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014; Erdei ¢€s
mtsai, 2018).

N02 \
OH OH OH OH

3. abra. K¢t nitrobenziltioinozin vegyiilet, az S-(4-nitrobenzyl)-6-thioinosine (balra) és
az S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine (jobbra) szerkezete. Vizsgalataink soran
ez utobbit hasznaltuk.



A szintetikus CPA joval ellenallobb az adenozint 4talakité enzimekkel szemben, mint
maga az adenozin (Pavan és [Jzerman, 1998), ezért szdveti koncentracioit joval kevéssé
befolyésolja az NBTI. Az NBTI (megfeleld koncentracidoban) jelentdsen befolyasolja a CPA
E/c gorbéjét (munkacsoportunk a bal pitvari negativ inotrop hatdst vizsgalta): csokkenti a
maximalis hatdst (Emax) €s ndveli a félhatasos adenozin koncentracidt (ECso) (Karsai és mtsai,
2006, 2007; Kiss és mtsai, 2013; Pak ¢s mtsai, 2014; Erdei és mtsai, 2018). Ez a jelenség az
NBTI hatasmechanizmusara vezethetd vissza (az ENT1-en keresztiili adenozin transzport
gatlasa), de 0sszefiigg a E/c gorbék hagyomanyos készitési és kiértékelési modjaval is. Mivel
az NBTI a E/c gorbe felvétele el6tt keriil a rendszerbe, mar akkor csokkenti az endogén
adenozin sejtekbe iranyul6 transzportjat, melynek kovetkeztében az adenozin felszaporodik
az interstitiumban ¢és elhasznalja az A receptorok valaszadasi kapacitasanak egy részét a E/c
gorbe felvétele eldtt. Ha a tobblet endogén adenozint és annak hatasat nem vesszik
figyelembe a E/c gorbe kiértékelésekor, a ténylegesnél kisebb A; receptor valaszkészséget

kapunk (ami a tapasztalt kisebb Emax-ban és nagyobb ECso-ben nyilvanul meg).

A biologiai rendszerekben kis felezési idejii (bomlékony) adenozin bal pitvari E/c
gorbéjét ugyanakkor az NBTI Osszetett mddon befolyasolja. Itt az NBTI eredd hatasa két,
egymassal ellentétes komponensre bonthatd. Az egyik komponens a CPA esetében is
tapasztalhatd Emax csOkkenés és ECso novelés, melynek hatterében az endogén adenozin (mar
a gorbefelvétel elott kialakulo) interstitialis akkumulacidja all. Ezzel szemben a masik
komponens noveli az Emax-ot és csokkenti az ECso-et, melynek oka a E/c gorbe felvételéhez
hasznalt (exogén) adenozin transzportjanak és ezaltal eliminicidjanak csokkenése, ami
ndveli az interstitialis exogén adenozin-szintet a E/c gorbe felvétele soran (ez utdbbi fontos
koriilmény). E két komponens ereddjeként az NBTI kismértékben csokkenti az adenozin E/c
gorbe Emax-at, ugyanakkor markansan csokkenti az ECso-ét (Karsai és mtsai, 2006, 2007;

Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014; Zsuga és mtsai, 2017; Erdei és mtsai, 2018).

Osszefoglalva az eddigieket: fiiggetleniil a E/c gdrbéhez hasznalt A; receptor agonista
mibenlététdl, az NBTI altal interstitialisan felhalmozott tobblet endogén adenozin jellegzetes
torzulast hoz 1étre egy in vivo vagy ex vivo rendszerben készitett E/c gorbén (Emax csokkenés
¢s jobbra tolodas a kontrollhoz képest). Ez a torzulds azonban akkor szembetling, ha ez az
NBTI egyediili hatdsa a E/c gorbére (tehat az NBTI hatasa egykomponensii). Ez akkor
(vagy alig) befolyasolja az NBTI (Id. CPA). Ekkor a E/c gorbe torzulasanak mértékébol

lehetéség nyilik az endogén adenozin-tobblet kvantifikdlasdra az RRM segitségével, ami



megadja egy stabil agonista (amivel a E/c gorbe felvételre keriilt) ekvieffektiv

crer

Munkacsoportunk (ex vivo és in silico adatokkal vald kordbbi munkaja soran)
haromféle E/c gorbét kiilonbdztetett meg: torzitatlan, torzult és korrigalt gorbéket (Kiss €s
mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014; Zsuga és mtsai, 2017). Egy E/c gorbét akkor tekinthetlink
torzitatlannak, ha minden hatds és a hatasok létrehozdsdban résztvevd minden agonista
minden koncentracidja figyelembe lett véve megszerkesztésekor. Ebbdl kovetkezik, hogy
egy torzult E/c gorbe esetében van (legalabb egy) olyan agonista koncentracio, ami részt vett
a hatasok kivaltasaban, de nincs figyelembe véve (se az adott koncentréacio, se a hatasa). Ha
egy torzult E/c gorbéhez meghatarozzuk a torzitd koncentraciot, a torzulas korrigalhato.
Bizonyos koriilmények kozott az RRM alkalmas arra, hogy meghatarozzuk egy, az adott
koncentracioval (Cvias). Mivel a chias agonistaja nem kell, hogy feltétleniil azonos legyen a cx

agonistajaval, az RRM hasznalhaté egy bomlékony agonista (mas modon nehezen

crer

Teljes korrekcidnak azt tekinthetjiik, ha a torzult E/c gérbéhez olyan torzitatlan E/c
gorbét szerkesztiink, ahol az X és az Y tengely is korrekt. Erre akkor van lehetdség, ha az X
tengelyen feltiintetett koncentracidkhoz tartozo agonista stabil. Ekkor ugyanis a
receptorkozeli (vagyis a hatast ténylegesen kivaltd) koncentraciok jo kozelitéssel
megegyeznek a beadott dozisbol és a rendszer térfogatabol szamolhatdé koncentraciokkal,
vagy azokkal, amelyek az ¢él6lény monitorozott kompartmentjében (pl. a vérplazmaban)
mérhetdek. Ha az X tengely agonistdja gyorsan eliminalddik a rendszerben, nincs lehetség
korrekt X tengely megszerkesztésére. Ha azonban a torzité koncentraciét (még ha a hozza
meghatarozni, az Y (hatas) értékek korrigalhatdéak (még ha az X tengelyen a bomlékony
agonista megbizhatatlan koncentracidi vannak is feltiintetve). Ez lehetoséget ad olyan
részlegesen korrigalt E/c gdrbék megszerkesztésére, melyeknél a korrigalt hatas értékek a
E/c gorbe soran beadott bomlékony agonista koncentracidihoz vannak rendelve. Ezek a
gorbék, hibrid voltuk ellenére, rendelkeznek gyakorlati jelentdséggel, példaul alkalmasak a
bomlékony agonistara vonatkozo6 receptor rezerv vizsgalatara (Kiss és mtsai, 2013; Pak ¢és

mtsai, 2014; Zsuga ¢€s mtsai, 2017; Erdei és mtsai, 2018).
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2.2. Az alkalmazott kvantitativ receptormiikdési modellek

2.2.1. A Hill egyenlet

A Hill egyenlet a receptorok miikodésének els6 tisztan kvantitativ modellje (Hill,
1910). Ma is kiterjedten hasznaljak ligandkotési esszék eredményeinek feldolgozasahoz és
E/c gorbék jellemzésére, tovabba szerepel a bonyolultabb receptorelméletekben is. A
ligandkotési illetve E/c gorbéket altalaban harom paraméterrel jellemzi, de tartalmazhat négy
paramétert is (Giraldo és mtsai, 2002; Motulsky és Christopoulos, 2004; Gesztelyi €s mtsai,
2012; Finlay és mtsai, 2020).

Receptor alatt olyan makromolekuléris nagysagrendi sejtalkotd struktarat értiink,
ami egyrészt bizonyos ligandok specifikus megkotése révén jelfelismerésre képes (kognitiv
funkcid), masrészt egyes ligandok (Un. agonistak) megkdtése utdn megvaltoztatja a hordozo
sejt miikddését (transzducer funkcid). Ebben a folyamatban részt vehetnek olyan sejtalkoto
makromolekuldk is (enzim, csatorna, transzporter), melyek nem tartoznak a receptorhoz
(posztreceptorialis jelatvitel). A jelatvitel soran legtobbszor jelerdsités torténik (mennél

bonyolultabb a jelatvitel, altalaban annal nagyobb).

Egy nemzetkdzi ajanlds a ligand koncentracid és a receptor-ligand komplex
koncentracioja kozotti kapcsolatot leir egyenletet Hill-Langmuir egyenletnek nevezi, mig az
agonista koncentracio és a kivaltott hatas kapcsolatat leird egyenletet Hill egyenletnek

(Neubig és mtsai, 2003).

A Hill modell a ligand (L) vagy ligandok kotédését a receptorhoz (R) egy 1épésben

tételezi fel:

nl + R—>LnR 1. egyenlet
(—

A Hill-Langmuir egyenlet a folyamatban résztvevé anyagok koncentracio-aranyainak
az egyensulyi allapotra vald felirasa, a tOmeghatids torvényével Osszhangban, par

egyszerisitést bevezetve:

[L]* [L]"

[L]n_+ K= [Ro] .—[L]n YD 2. egyenlet

[LaR] = [Ro] -
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ahol: L: a ligand; R: a receptor; LuR: a ligand-receptor komplex; [L.R]: a ligand-receptor
komplex koncentracioja; [Ro]: a dsszes (szabad és kotott) receptor koncentracidja; [L]:
eredetileg a szabad ligand koncentracidja, amit egyszerlisitésképpen az dsszes (szabad
¢és kotott) ligand koncentraciojakét értelmeztek at; ki illetve ko: a ligand-receptor
komplex asszociacids illetve disszociacios reakciojanak sebességi allandoi; Ka: a ligand-
receptor komplex egyensulyi disszociacids allanddja (Ka = ko/k:); K: a féltelitési ligand
koncentracio; n: az 1. egyenletben egy receptor ligand-kotd helyeik szama, a 2.
egyenletben mar konkrét jelentés nélkiil a Hill koefficiens (Hill-féle slope faktor)
(Kenakin, 2018; Gesztelyi és mtsai, 2012; Finlay és mtsai, 2020).

A 2. egyenletbeli K alland¢ a ligand receptorhoz vald affinitasanak jellemzdje (ha a
K érteke nagy, az affinitas kicsi, ha pedig kicsi, nagy az affinitas). Ha a ligand agonista
(kotédése utan a receptor a hordozé sejt miikodését megvaltoztatja), a K-t Ka-nak is jeldlik
(1d.: 9. egyenlet). Ha a ligand antagonista (kdtédése utan nincs valtozas, de a receptorhoz az

antagonista tdvozasaig nem tud szintopikus agonista kotddni), a K-t Kg-nak is irjak.
A Hill egyenletet széles korben hasznaljak E/c gdrbék regresszidanalizisére:

Cn

= —_ 3. egyenlet
Emax c” + ECs," d

ahol: c: az agonista koncentracioja; E: a kivaltott hatas; Emax: az adott rendszerben az
adott agonistaval elérhetd maximalis hatas; ECso: a félhatdsos agonista koncentracio; n:
a Hill koefficiens (Kenakin, 2018; Gesztelyi és mtsai, 2012).

A Hill egyenlet altal definialt fliggvény linedris X tengely mellett 4brazolva hiperbola,
ha n=1, mig logaritmikus X tengely mellett szimmetrikus szigmoid lefutasu (vagyis a
fliggvény kozéppontja, ahol az ECso van, a két gorbiilet inflexidés pont is egyben). Ez
Osszhangban all azzal a tapasztalattal, hogy a E/c gorbék tobbsége szemilogaritmikus

abrazolas esetén szigmoid lefutdsu, s6t altaldban szimmetrikus is (Gesztelyi és mtsai, 2012).

A Hill egyenlettel végzett gorbeillesztés kétvaltozos (c, E), haromparaméteres (Emax,
ECso, n) és nemlinearis. A Hill egyenlet igen flexibilisen illeszkedik, ezért jelentds hibaval
terhelt Y adatok esetén is (mérési hiba, bioldgiai variabilitas) jo becslést ad (Giraldo és mtsai,
2002). A Hill modell kevés megkotést tartalmaz a receptor jelatviteli folyamataira (pl.
feltételezi a E/c gorbék szimmetridjat, ami altaldban teljesiil). Ebbol fakadd hatranya, hogy
paraméterei (Emax, ECs0, n) empirikusak, nem fiziko-kémiai jelentéssel rendelkez6 allandok

(Weiss, 1997; Giraldo €és mtsai, 2002; Gesztelyi és mtsai, 2012; Finlay és mtsai, 2020).
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2.2.2. A farmakologiai agonizmus operativ modellje

Az operativ modell is kvantitativ receptormiikddési modell, ami csak olyan altalanos
feltételezéseket tartalmaz a receptormitkodés mechanizmusara, amelyek a legtobb receptorra
teljesiilnek. Az operativ modell a receptorfunkciot két részre bontja, ami egy kétlépéses
reakcidegyenlettel fejezheté ki. Ebben kiilon 1épés vonatkozik a receptor jelfelismerd
képességére és transzducer funkciojara (Black és Leff, 1983; Giraldo és mtsai, 2002;
Kenakin, 2018):

ky Kk}
NopA + nopR + Eff ;nopAR + Eff ’(AR)nopEff 4. egyenlet
ka k;

ahol (az eddig még nem szerepl6 roviditések): A: az agonista; Eff: az effektor, vagyis a
hatas létrehozasaban résztvevo posztreceptoridlis elemek, amelyek az agonista-receptor
komplexhez kotédnek; AR: az agonista-receptor komplex; (AR)n, Eff: az agonista-
receptor-effektor komplex; ki’ illetve ko’: az agonista-receptor-effektor komplex
asszociacios illetve a disszocidcids sebességi allandoi; nep: az agonista-receptor-effektor
komplexben az egy effektorra jutd agonista-receptor komplexek szdma.

A 4. egyenletben feltiintetett anyagok egyenstlyi koncentracidi — mutatis mutandis —

kifejezhetdek a Hill (illetve Hill-Langmuir) egyenlettel (Black és Leff, 1983):

[A]

[AR] = [Ro] AT+ Kx

5. egyenlet

[AR]"op

(AR BT1~E = B Py + 7o

6. egyenlet

ahol (a még nem definialt jelolések): [A]: az agonista koncentracidja; [AR]: az agonista-
receptor komplex koncentracidja; Ka: az agonista-receptor komplex egyensulyi
disszociacids allandoja (féltelitési agonista koncentracio); [(AR)n, Eff]: az agonista-
receptor-effektor komplex koncentracidja (ami egyenesen aranyos a hatas nagysagaval);
Em: az adott rendszerben elérhetd maximalis hatas (pontosabban a jelerdsitd miikodés
maximuma); Kg: a félmaximalis Em-et 1étrehozd agonista-receptor komplex
koncentrécio; nop: az operativ slope faktor, ami a Hill koefficiens megfeleldje az operativ
modellben. Az operativ slope faktor inkdbb a folyamat egészét jellemzi és nem a
szignaltranszdukci6 molekularitdsat, hasonléan a Hill koefficiens és a kotddés
molekularitdsanak viszonyahoz.
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Az 5. egyenlettel kifejezett [AR] beirhat6 a 6. egyenletbe:

([A] - [Ro])™ep

E = Em . n
([A] - [RoD™P + (Kg - ([A] + Kp)) ™"

Az operativ haté¢konysag (t = [Ro]/Kg) bevezetésével csokkentheté a modell (7.
egyenlet) regressziés paramétereinek szama. Az operativ hatékonysag felhasznalhat6 az
agonista hataslétrehoz6 képességének (efficacy) jellemzésére. Egyszeriisitve az agonista

koncentracio jelolését ([A] =c¢) is, a 7. egyenlet a kovetkezd alakra hozhat6:

(c- D)o

E=E,-
™ (c D™ + (c+ K)o

Az operativ modell kozvetleniil illeszthet6 a modell igényeinek megfeleld E/c
gorbékre (1d. lentebb), ezaltal meghatarozhatd a Ka, Em €és t értéke (Black és Left, 1983;
Gesztelyi és mtsai, 2013). Koziiliikk a Ka fiziko-kémiai jelentéssel bir6é konstans, mig az En,

¢s a T empirikus allandok (Giraldo és mtsai, 2002).

Az operativ modell kétvaltozés (c, E), négyparaméteres (Em, Ka, T, nop) ¢és
nemlinedris. Alkalmazédsidnak legjobb moddja, ha globalisan illesztjiik (az Em, Ka és nop
paraméterek megosztasaval), amihez egy nativ €s egy irreverzibilis antagonistanak kitett (de
ettdl eltekintve ugyanolyan koriilmények kozott felvett) E/c gorbére van sziikség. Az
irreverzibilis antagonistdt olyan koncentracioban ¢és ideig kell alkalmazni, hogy
szamottevoen csokkentse a kezelt E/c gorbe Emax-4t a nativ E/c gorbééhez képest.
Alkalmazésa utan az el nem reagalt irreverzibilis antagonista mennyiséget el kell tavolitani,
hogy szabad formdban ne legyen jelen a E/c gorbe felvételekor. A nativ és a kezelt E/c gorbék
kiilonbozdsége ily modon a funkcidképes receptorok eltérd mennyiségének hatasat tiikkrozi.
Ezt az illesztett modell a T paraméter valtoztatasaval veszi figyelembe, mivel a masik harom
paraméter meg van osztva, tehat azonos a nativ és a kezelt E/c gorbék esetében (Motulsky ¢€s

Christopoulos, 2004; Prism 8 Curve Fitting Guide, 2019; Finlay és mtsai, 2020).

Az operativ modellel szemben tobb kritikdt is megfogalmaztak. Egyrészt,
reakcidegyenlete (4. egyenlet) nem kezeli kiilon 1épésként az agonista-receptor komplex
kialakulasat és aktiv konformacidba valo atmenetelét (Colquhoun, 1998, 2006; Bindslev,
2008). Emiatt a modell (8. egyenlet) illesztésével kapott Ka értékek — sok esetben — nem
becstilik pontosan az agonista-receptor komplex ekvilibrium disszociacids konstansat (ami a

Ka eredeti értelmezése), mivel a kapott Ka értékeket az agonista efficacy tulajdonsaga is
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befolyasolja (mely utobbi szorosan Osszefiigg az agonista azon képességével, hogy a
receptort aktiv konformacidba juttassa). A 8. egyenlet illesztése altal szolgaltatott a Ka
értékeket ezért Ovatosan kell kezelni (Colquhoun, 1998, 2006). Masrészt, az operativ modell
nem redukalhat6é (matematikai miiveletekkel) a maig vitathatatlanul elfogadott, egyszeriibb
kvantitativ receptormiikddési modellekké (pl. a Hill modellé¢), vagyis nem teljesen

kompatibilis veliik (Buchwald, 2017, 2019, 2020).

2.2.3. A receptorialis valaszkészség modszer (RRM)

A receptorialis valaszkészség modszerrel (receptorial responsiveness method: RRM)

crer

crcr

crer

Vegyiink két agonistat (nevezziik teszt illetve torzitdé agonistanak) €és egy, a két

agonista kdz0s receptorat tartalmazé biologiai rendszert, ahol a receptor altal medialt hatast

crcr

crer

rendszerhez egyszerre adjuk hozza cpias-t €s c-t, egy E hatast mérhetiink. Az RRM szerint
Ebias, E” €s E kozott a kdvetkezd kapcsolat all fenn (Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer ¢€s

mtsai, 2010a):

100 - (100 — E)
100 — Epjs

E'= 100 9. egyenlet

ahol: E’: a torzult hatas (melyet a teszt agonistanak tulajdonitunk, de valdjaban a teszt
¢s a torzitd agonista koncentraciok kozos hatdsa); E: a torzitatlan hatés (a teszt agonista
¢s a torzitd agonista koncentraciok korrekt moédon mért kozos hatdsa); Epias: az a hatés,
melyet a torzitd agonista koncentracié dnmagéban hoz létre (és amit figyelmen kiviil
hagytunk a torzult hatds meghatarozasakor).

Ha egy rendszerben akutan megné egy olyan anyag koncentracioja, ami valamely
receptoron agonista, a 9. egyenletbdl kiindulva — bizonyos feltételek teljestilése — lehetdség

nyilik az adott agonista tobblet torzitd agonista koncentracioként valé meghatarozasara. A
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meghatdrozashoz legaldbb két E/c gorbe felvétele sziikséges: az elsé E/c gorbét a torzitd
agonista koncentracid hidnyaban (torzitatlan gorbe), a masodik E/c gorbét pedig annak
jelenlétében kell felvenni (torzult gérbe). (A megbizhatésag ndvelése érdekében egyébként
érdemes mindkét allapotban tobb mérést is elvégezni, igy két E/c gorbe helyett két E/c
gorbecsaladot 1étrehozni. Ezeket a gorbecsaladokat a jobb szamitdgépes programok képesek
ugy kezelni, mint individualis E/c gorbék csoportjat, mig a gyengébbek szamara atlagolni

kell a gorbecsalddokat és a két atlagolt E/c gorbét felhasznalni az RRM-hez.)

A torzit6 agonista koncentracié regresszidanalizissel valé meghatarozasahoz meg kell
valasztani a hatds ¢s az azt kivalté agonista koncentracio kozotti viszonyt definialo altalanos
receptormiikddési modellt. Mivel mind az E, mind az Episs torzitatlan hatas, alkalmas lehet
barmelyik olyan modell, amely egzakt mdédon kvantifikalja a E/c viszonyt. A Hill egyenlet
az egyik legegyszeriibb ¢és legaltalanosabb ilyen modell, ami a receptorialis hatast az agonista
koncentraciora és harom paraméterre (Emax, ECso, n) vezeti vissza (Gesztelyi és mtsai, 2012;

Finlay és mtsai, 2020).

Az RRM modell magvanak tekinthetd 9. egyenlet és a receptorfunkcio altalanos,
egyszeril leirasat ado Hill egyenlet kombinalasa révén a torzult hatas kifejezhetd a torzitd
agonista koncentracio, a teszt agonista koncentracio, valamint a torzitatlan E/c kapcsolatot
kvantifikéldo Emax, ECso és Hill koefficiens segitségével (Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer
¢s mtsai, 2010a). A torzult hatast és a Hill egyenlet paramétereit biologiai mérésbdl kaphatjuk
meg, elobbit egy torzult E/c gorbébol (annak hatds értékeiként), mig utobbiakat egy
torzitatlan E/c gorbe révén (amennyiben a két E/c gorbe felvétele a torzitd agonista
koncentraciot leszamitva minden mas koriilményben megegyezik). Az RRM kombinalt
egyenlete, ha a késdbbiekben csak a torzult E/c gorbére akarjuk illeszteni, csak egy
regresszios (vagyis variabilis) paramétert foglal magéban, a torzitd agonista koncentraciot.
Ezt tehat ugy kaphatjuk meg, ha a kombinalt egyenletet a torzult E/c gorbére illesztjiik ugy,
hogy beleirjuk (fix értékekként) a torzitatlan E/c gorbe Hill paramétereit. Ez egyben azt is
jelenti, hogy az RRM-mel ily médon végzett koncentracié meghatarozas feltétlentil igényli
a torzitatlan E/c gorbe felvételét ugyanabban a rendszerben (Gesztelyi €s mtsai, 2004;

Grenczer és mtsai, 2010a).

crer

regresszios paraméterétdl (cx), mivel nem feltétlen ugyanarra az agonistara vonatkoznak ¢és
ezért szamértékre sem egyeznek meg sziikségszeriien. A fentiek alapjan az RRM kombinalt

egyenlete (E €s Epias Hill egyenletbdl valo kifejezésével):
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ahol: E’: a torzult hatds (a cvias-t figyelembe nem vevé modon kiszamolt hatds); Ceest: a
teszt agonista koncentracid (a E/c gorbék felvétele soran hasznalt agonista
koncentracioja); Emax, ECso €és n: a torzitatlan E/c gorbére illesztett Hill egyenlet
paraméterei (a torzitatlan E/c kapcsolat empirikus leirdi); cx: a teszt agonista Cpias-szel
ekvieffektiv koncentracioja (igy a cx-hez és a cvias-hez tartozo hatas egyenld: Ex = Ebpias).

A munkacsoport korabbi tapasztalatai és masok ajanlasa (Motulsky és Christopoulos,
2004; Prism 8 Curve Fitting Guide, 2019) alapjan az RRM modelljét (10. egyenlet) olyan
formaban érdemes illeszteni, ami a koncentracio jellegi mennyiségek logaritmusat

tartalmazza. Munkank sordn ezt az alakot illesztettiik:

E
100 - (100 — max )
(log ECsy—log(10108¢cx +1 logctest
E' =100 — 1+ 107 (o8 = ol D11, egyentet
100 max

- 1+ 10n-(logEC50—loch)

Az RRM alkalmazasahoz nem feltétel a teszt agonista €s a torzitd agonista egyezése,
de az igen, hogy azonos hatést valtsanak ki a vizsgalt biologiai rendszerben. Ha a teszt és a
torzitod agonista ugyanaz, az RRM altal a regresszios paraméterre meghatarozott érték magat
a torzito agonista koncentraciot adja meg (cx = Cvias). Hanem, az RRM a teszt agonista torzitd
(Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a). Az, hogy az RRM tudja kezelni a
torzitd agonista €s a teszt agonista eltérd voltat, lehetové teszi, hogy egy rovid féléletidejii
torzitd agonista akut koncentracio-emelkedését egy stabil teszt agonista felhasznaldsaval
hatarozzuk meg (annak ekvieffektiv koncentracioja formajaban). Az RRM vitathatatlan
elénye, hogy alkalmazasaval olyan nehezen megkozelithetd szdveti kompartment
koncentracio-valtozasarol szerezhetiink informécidt, mint a receptorok agonista-

kotéhelyének kozvetlen kornyezete (Gesztelyi €s mtsai, 2004; Karsai és mtsai, 2006, 2007).

Az RRM alkalmazasanak tobb feltétele van, melyek teljesiilése vagy kisebb-nagyobb
sériilése hatassal van a mddszer pontossagara és megbizhatosagara (Gesztelyi és mtsai, 2004;

Grenczer és mtsai, 2010a, 2010b):

1. A mért hatas legyen jol meghatarozhato.

17

10. egyenlet



2. A teszt agonista eliminicidja legyen lassu és penetrdljon jol a vizsgalt

szovetekben.
3. A cuiss legyen allando6 a torzult E/c gorbe felvétele soran.

4. Az Epias a szemilogaritmikusan abrazolt torzitatlan E/c gérbén az alsé és felso

gorbiilet kozotti, hozzavetdleg linedris szakaszon helyezkedjen el.

5. A meghatarozas sordn a receptorok érzékenysége ne valtozzon. Mivel erds (nagy
intrinsic efficacy-vel rendelkezd) agonista jelenlétében szamitani lehet a receptorok
érzékenységének csokkenésére, az RRM-mel akut koncentracié-ndvekedést érdemes

meghatarozni.

6. Ha a torzitd agonista és a teszt agonista kiilonbozik is, farmakodinadmids

tulajdonsagaik minél inkdbb hasonlitsanak egymasra.

2.3. Az in silico vizsgélat el6zményei és célja

Izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvaron (ami a myocardialis adenozinerg rendszer
tanulmanyozéasanak egyszerti és megbizhatdé modellje) munkacsoportunk korabbi vizsgélatai
(Kiss ¢és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014) soran paradox jelenséget tapasztalt az FSCPX-szel
kapcsolatban, melyet a szakmai kozmegegyezés szelektiv, irreverzibilis Aj receptor
antagonistanak tart (Scammells €s mtsai, 1994; Srinivas €s mtsai, 1996; van Muijlwijk-
Koezen és mtsai, 2001; Lorenzen és mtsai, 2002; Gesztelyi €s mtsai, 2013). Nevezetesen azt,
hogy NBTI jelenlétében az FSCPX eldkezelés novelte az adenozin (az A1 receptor endogén
agonistaja) altal kivaltott maximalis valaszt a koncentracio-hatds (E/c) gorbék tanusaga
szerint. A szerzOk akkor ezt a jelenséget az alkalmazott E/c gorbe kiértékelés és dbrazolasi
mdod megtévesztd sajatossagnak tartottak, melyet az NBTI altal a sziv interstitiumaban

felhalmozott endogén adenozin tobblet okoz (Kiss és mtsai, 2013).

Munkacsoportunk tagjai egy késébbi vizsgalatukban (Zsuga és mtsai, 2017) in silico
rekonstrualtak néhany E/c gorbét az egyik fentebb emlitett korabbi vizsgalatbol (Pak és
mtsai, 2014). Kiilonb6z6 adenozin receptor agonistak szimulalt E/c gorbéinek viselkedése
alapjan feltételezték, hogy az FSCPX eldkezelés megvaltoztatja az NBTI hatasat a E/c
gorbékre. Ennek mechanizmusaként felvetették, hogy az FSCPX ugy mddositana az ENT1
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(ekvilibrativ és NBTI-érzékeny) nukleozid transzportert, hogy az megdrzi adenozin-atereszto

képességét, de az NBTI kevésbé fogja tudni gatolni (Zsuga és mtsai, 2017).

1004 & Kontroll 100, & Kontroll
¥ FSCPX ¥ FSCPX
A NBTI A NBTI
751 o FSCPX+NBTI " 751 o FSCPX+NBTI
8 @
© ®
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o n
251 25
o ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘
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4. abra. A CPA (nagy felezési idejti (Pavan és [Jzerman, 1998), szintetikus A1 adenozin
receptor teljes agonista) és az adenozin (kis felezési idejii (Pavan és 1Jzerman, 1998),
fiziolégias A1 adenozin receptor teljes agonista) izolalt, ingerelt tengerimalac bal
pitvaron felvett koncentracio-hatas (E/c) gorbéi (a direkt negativ inotrép hatast mérve).
A E/c gorbék az NBTI (nukleozid transzport gatld) modositod hatasat mutatjak a CPA-ra
¢és az adenozinra adott valaszra FSCPX eldkezelés hidnyaban (kék gorbék) és megléte
esetén (piros gorbék). Az FSCPX-et mint irreverzibilis A; adenozin receptor
antagonistat tartjadk szamon. Az x tengely az adott agonista szervkadbeli molaris
negativ inotrép hatdst (a kiinduldsi kontrakciés erd szazalékos csokkenéseként
meghatarozva). A szimbdolumok a csoportonként atlagolt hatdsokat mutatjak (= SEM), a
vonalak pedig az illesztett Hill egyenletet. CPA: N°-cyclopentyladenosine; Ado:
adenozin; FSCPX: 8-cyclopentyl-N3-[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N'-
propylxanthine; NBTI: S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine. Az adatok forrasa:
Erdei és mtsai, 2018.

Ezt kovetden a munkacsoporttal az FSCPX-nek ezt a feltételezett hatasat vizsgaltuk
meg izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvaron (Erdei és mtsai, 2018). Ennek eredményei
alapjan (4. abra, 1. tablazat) alkottunk meg azt a hipotézist, mely szerint az FSCPX eldkezelés

az NBTI-nek az adenozin receptor agonistak E/c gorbéjére kifejtett két hatasa koziil csak azt

e ey

crer
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emelkedése kozvetiti (amennyiben kertiil a rendszerbe exogén adenozin), amit 0 hipotézisiink
szerint az FSCPX el6kezelés valtozatlanul hagy. Mindezek hatterében, mint
hatdsmechanizmus, az allhat, hogy az FSCPX gatolja a sziv interstitialis adenozin
termelésében résztvevo valamelyik enzimet (Erdei és mtsai, 2018). Az FSCPX ezen

tulajdonsagat rajtunk kiviil még senki sem vetette fel.

CPA Kontroll FSCPX NBTI FSCPX + NBTI

Emax 89.21+1.46 8749+1.75 71.68+5.24 84.6 £ 1.64

logECso —7.47+0.074 —6.85+0.05 —6.53+0.32 —6.86 + 0.06

n 0.98 £0.03 0.93+£0.04 0.84+0.09 0.86 £0.02
Ado Kontroll FSCPX NBTI FSCPX + NBTI
Emax 91.04+ 1 93.85+1.78 71.23+49 90.22 + 1

logCso —4.74+0.13 —-3.88+0.07 -5.92+0.25 —6.08 = 0.07

n 0.85+0.03 0.83+0.07 0.81+0.13 0.83+0.1

1. tablazat. A 4. abra koncentracio-hatas (E/c) gorbéinek Hill paraméterei. Emax,
logECso, n (szamtani kdzép £ SEM): az egyedi E/c gorbékre illesztett Hill egyenlet
regresszids paraméterei; SEM: standard hiba (standard error of the mean); a tobbi
roviditést illetden 1d. a 4. abrat. Az adatok forrasa: Erdei és mtsai, 2018.

Az adenozin endogén ill. exogén eredete ebben a munkacsoport altal hasznalt kisérleti
elrendezésben igen Iényeges szempont, mivel az endogén ill. az exogén adenozin interstitialis
szintjének emelkedése éppen ellentétes hatast fejt ki az adenozin E/c gorbéjére (Kiss és mtsai,
2013; Pak és mtsai, 2014). Altalanossagban az NBTI — a fizioldgias viszonyok kozott a
cardiomyocytak belseje felé¢ irdnyuld adenozin transzport gatlasaval és ezaltal az adenozin
intracellularis eliminacidjanak kivédésével (Deussen és mtsai, 1999, 2006; Karsai és mtsai,
2006) — noveli az interstitialis adenozin koncentraciot, természetesen az adenozin eredetére
valo tekintet nélkiil. A rendszerlinkben jelentkezd kiilonbség oka, hogy NBTI jelenlétében az
endogén adenozin még a E/c gorbe felvétele elétt akkumulalédik az interstitiumban, mig az
exogén adenozin sziikségszeriien csak a E/c felvételekor jut a rendszerbe. Ebbdl kovetkezéen
a tobblet endogén adenozin nem jelenik meg a E/c gorbe X adataiban ¢€s az altala kifejtett
receptorialis hatés is oly moédon tiikr6zédik a késébbi E/c gorbe Y adataiban, hogy gyengiil

a E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonista hatasa (mivel kisebb a E/c goérbe szdmara
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rendelkezésre 4ll6 receptorialis valaszadasi kapacitds). Ennek kovetkeztében a tobblet
endogén adenozin jelenlétében felvett (adenozinerg) E/c gorbe a kontroll kdriilmények kozott
készitetthez képest csokkent valaszkészséget mutat (kisebb Emax €s nagyobb ECso). Ezzel
szemben, ha a E/c gorbe adenozinnal keriil felvételre, az NBTI kivédi az exogén adenozin
intracellularis bontédsat, ezért az adenozin E/c gorbe a kontroll gérbéhez képest fokozott
valaszkészséget sugall (valamivel nagyobb Emax és kisebb ECs értékkel). Fontos leszdgezni,
hogy mindekdzben a preparatumok tényleges A adenozinerg valaszkészsége ugyanakkora
(a kontroll értékkel megegyezd), tehat az endogén ill. az exogén adenozin tébblet valojaban
csak a hagyomanyos modon felvett és abrazolt E/c gorbéket torzitja (ugy, mintha az A,

receptor valasz csokkenne ill. néne).

PhD munkam soran az elsé célom az FSCPX ¢s az NBTI hatasai kozotti interakcio
tovabbi részleteinek felderitése, valamint ezek fényében a kordbbi idevago ex vivo (Kiss €s
mtsai, 2013; Erdei és mtsai, 2018) ¢és in silico (Zsuga és mtsai, 2017) vizsgalatok
kovetkeztetéseinek tijragondolédsa volt. Ehhez egy korabbi munkéank (Erdei és mtsai, 2018)
nyolc E/c gorbéjét vettiik alapul (4. abra, 1. tdblazat), melyeket az 0j vizsgélatban in silico
rekonstrualtunk. A E/c gorbe szimulaci6 sordn kiilonbozé eléfeltevések alapjan kiilonb6zo
modelleket hoztunk létre, majd ezeket dsszehasonlitottuk az eredeti (ex vivo) E/c gorbékkel.
Mivel a receptoridlis valaszkészség modszer (RRM) figyelembe tudja venni az endogén ill.
az exogén adenozin hatasai kozotti kiilonbséget (a fentebbi vizsgalatok kisérleti koriilményei
kozott, Gesztelyi €s mtsai, 2004; Grenczer ¢és mtsai, 2010a, 2010b), ezt a moddszert is

felhasznaltuk az FSCPX-NBTI paradoxon feltarasat célzo uj vizsgalataink soran.

2.4. Az ex vivo vizsgalat eldzményei €s célja

Az RRM elméleti hatterét a receptorelmélet, a farmakoldgia legjellegzetesebb
szellemi vivmanya képezi (Ruffolo, 1982; Rang, 2006; Finlay ¢és mtsai, 2020). A
receptorelmélet nagy elénye, hogy szamos, kvantitativ meghatarozasra alkalmas modszert
alapoz meg teoretikusan (Colquhoun, 2006). Receptorok, ligandok, sejt-, szovet- illetve teljes
test-szintli mitkddések allandoit (és néha valtozod paramétereit) tobbféle megkozelitéssel is
meg lehet hatarozni. Ennek egyik lehetdsége olyan, a kérdéses allandokat illetve
paramétereket tartalmazo egzakt modellek (egyenletek) kifejlesztése, amelyeket megfelelden

elokészitett, biologiai mérésekbdl szdrmazo adatokra lehet illeszteni és ezzel eldbbiek értékét
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megbecsiilni (Giraldo és mtsai, 2002; Gesztelyi €s mtsai, 2012; Roche és mtsai, 2014;
Kenakin, 2018). Az elsé kvantitativ receptor modellnek a Hill egyenlet tekinthetd, ami
eredetileg az egyszerti ligandkotés kinetikdjanak leirasara szolgalt (Hill, 1910). A kivaltott
hatdst a koncentracidhoz harom 4allando segitségével kapcsold Hill egyenlet az alapja a
receptormitkddés minden tovabbfejlesztett kvantitativ (vagy szemikvantitativ) modelljének
(Colquhoun, 2006; Gesztelyi és mtsai, 2012; Goutelle és mtsai, 2008), mint példaul a széles
korben hasznalt operativ modellnek (Black ¢és Leff, 1983) és a legujabb SABRE (Signal
Amplification, Binding affinity and Receptor activation Efficacy) modellnek (Buchwald,
2019, 2020). Mas modellek célja specidlis problémak megoldaséban valo segitség. Ilyen az
RRM is, ami a Hill egyenletet egy olyan dsszefliggéssel kombindlja, amely egy (vagy két)
agonista két koncentracidja €s az altaluk kivaltott szimultan hatdsok kozotti kapcsolatot irja
le, amennyiben az egyik koncentraci6 ismert, a masik viszont nem (cx). Az RRM ennek a cx-
nek a meghatarozédséara alkalmas a receptorai mikrokdrnyezetében (bizonyos koriilmények
kozott, pl. ha a cx mint akut koncentracio-ndvekedés jelentkezik a rendszerben) (Gesztelyi és
mtsai, 2004). Fontos, hogy az RRM modelljét megbizhaté adatokra illessziik, az illesztés

pedig technikailag megfelelden legyen kivitelezve.

Az RRM egy egyszerli nemlinedris regresszion alapulo eljaras, melynek modellje két
valtozot (X, Y) és (legalabb) egy meghatdrozandd paramétert (cx) tartalmaz (Gesztelyi és
mtsai, 2004). A modell illesztése két garnitira E/c gorbe felvételét igényli. Az RRM szdmara
megfeleld E/c gorbék olyan XY grafok, ahol X az agonista koncentracio (logaritmusa), Y
pedig a biologiai rendszer valasza, melyet a hozza tartozé X koncentracio valtott ki egyediil
(els6 garnituras E/c gorbe) vagy egy egyszeri (allandd nagysagt) tobblet koncentracioval
kozodsen, ami ugyanahhoz vagy egy masik agonistahoz tartozik ¢és ami kdzvetleniil a E/c
gorbe felvétele eldtt keriilt a rendszerbe (masodik garnitiras E/c gorbe). Az RRM
kivitelezése ennek az egyszeri tobblet koncentracionak a (cx-ként vald) meghatarozasat

célozza (Gesztelyi és mtsai, 2004; Karsai és mtsai, 2006, 2007).

Noha a mésodik garnitiras E/c gorbe a két koncentracié ered6 hatasat kizarolag a E/c
gorbe felvételéhez hasznalt agonista koncentracidhoz rendeli (az X értékhez), az RRM
modellje az eredd hatast két koncentracioval kapcsolja Gssze, méghozza a E/c gorbe
a masik pedig a E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonista azon koncentracioja (cx), ami
ekvieffektiv a meghatarozandd egyszeri, tobblet agonista koncentracioval. Ha a két

koncentraciohoz tartozo agonistak azonosak, a cx valos koncentracio, ha nem, a cx a masik
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2010a,2010b). Az RRM alkalmazasara akkor a leghasznosabb, ha a kérdéses tobblet agonista
koncentracio ismeretlen és mas modon valdé meghatarozasa nehézségbe iitkozik (Karsai €s
mtsai, 2006, 2007). Mivel a tobblet agonista koncentracio torzitja a masodik garnituras E/c
gorbét a neki megfeleld elsd garnitirashoz képest (amit mindenben hasonl6 koriilmények
kozott vettek fel, kivéve a tobblet agonista koncentracidt), a tovéabbiakban torzitd

koncentracidoként hivatkozunk ra.

Az RRM tehat egy adott receptorpopulacié mikrokdrnyezetében levé valamely
— meghatarozasara alkalmas. Fontos leszogezni, hogy a receptorok mikrokdrnyezete mas
modszerekkel nehezen vizsgéalhatdo szoveti kompartment, kiilonosen mozgd szervekben,
illetve bomlékony agonistak esetén (Gesztelyi és mtsai, 2004; Karsai és mtsai, 2006, 2007).
Elméletileg az RRM minden receptor esetében alkalmazhatd, az A; receptor azonban
kiilonosen alkalmas erre a vizsgalatra, koszonhetden lassi ¢és  inkomplett
deszenzitizacidjanak akar teljes agonista tartds jelenléte mellett is (Fredholm és mtsai, 2001;

Mundell és Kelly, 2011).

A regresszidanalizis (kiilondsen a nemlinedris) az egyik legelterjedtebb mddja a E/c
gorbék elemzésének, melynek segitségével sok olyan értékes informdacid szerezhetd a
receptorok, a ligandok ¢és az altaluk befolyasolt sejtfunkciok tulajdonsagairdl, melyeket mas
modon nehezen lehetne megszerezni (Motulsky és Christopoulos, 2004; Prism 8 Curve
Fitting Guide, 2019; McDonald, 2009). A regresszi6 (gorbeillesztés) célja meghatarozni a
modell paramétereinek legmegfelelobb értékeit és ezaltal megszerkeszteni a legjobban
illeszkedd regresszios fiiggvényt (gorbét), amelyik a legkdzelebb fut az adatpontokhoz (a
tipikusan ismételt mérések révén beszerzett XY adatokhoz). A regresszids paraméterek
optimalis értékeit a legrégebben és maig a leggyakrabban az un. legkisebb négyzetek elve
alapjan hatdrozzak meg. Ennek Iényege, hogy minimalizaljak az adatpontok gorbétél mért
tavolsdga fliggbleges komponensei négyzeteinek Osszegét. A modszer — gyakorlati

szempontbol — két legfontosabb feltételezése:

1. normalitas, vagyis az azonos X értékhez tartozd adatpontok (Y replikatumok)
szOrasa a regresszids gorbe ugyanazon X-hez tartozd Y értéke koriil Gauss-féle eloszlast

kovet;

2. homoszkedaszticitas, vagyis az elébbi szoras mértéke azonos az 6sszes X-re nézve

(Motulsky és Christopoulos, 2004; Prism 8 Curve Fitting Guide, 2019; McDonald, 2009).
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Ad 1. Gauss eloszlas feltételezése ¢s ennek megfelelden hagyomanyos regresszio
(ordinary regression) kivitelezése a legtobb, biologiai mintdn végzett vizsgalatbol szarmazo
adathalmaz esetében célravezetd valasztds. Mindazonaltal Lorentz eloszlas feltételezése és
ezért robusztus regresszio (robust regression) alkalmazésa a gorbeillesztést érzéketlenebbé
teszi a kiugro értékek torzitd hatdsaval szemben, igaz, emiatt elvész a meghatirozas
megbizhatdsagat jellemzé szamitdsok elvégzésének lehetésége, igy a regresszids
paraméterekre kapott értékekhez nem kapunk standard hibat, konfidencia intervallumot,
illetve konfidencia vagy predikcids savokat (confidence or prediction bands). Bizonyos
esetekben megfontolds targya lehet Poisson eloszlas feltételezése és ebbdl kiindulva Poisson
regresszio kivitelezése. Mivel Poisson regresszié nem végezhetd normalizalt Y adatokon, a
mi vizsgalataink soran nem meriilt fel az alkalmazésa. A Gauss illetve a Lorentz eloszlas
egyarant lehetdové teszi a legkisebb négyzetek elvének alkalmazdsat, amit megmagyaraz,
hogy mindkettd t eloszlas, méghozza annak két sz¢€1sd esete (végtelen illetve 1 szabadsagi
fok mellett, a felsorolas sorrendjében). Ezzel szemben a Poisson eloszlast feltételezd Poisson
regresszid specialis elméleti megkozelitést igényel (maximum likelihood-based parameter

estimation; Motulsky és Christopoulos, 2004; Prism 8 Curve Fitting Guide, 2019).

Ad 2. A heteroszkedaszticitas okozta torzitas ellenstilyozasara a legkisebb négyzetek
elvén alapuldé modszer standard egyenlete kiillonb6zd tényezOkkel moddosithatd, melyet
sulyozasnak hivnak. A leggyakoribb ilyen tényezd az 1/Y? (relativ stlyozas) és az 1/[Y]
(Poisson sulyozas). A relativ stlyozés és — kisebb mértékben — a Poisson stilyozas csokkentik
a nagyobb Y értékek befolyasat a regresszids paraméterek értékére €s a regresszios gorbére.
Emellett a Poisson sulyozas (hagyomanyos regresszioval kombinéalva) a Poisson regresszio
kényszer sziilte alternativdjaként is szolgalhat. Tovabbi lehetdség az elméleti megfontolasok
alapjan igéretesnek tiind, de a gyakorlatban ritkan hasznalt stlyozas 1/SD*-tel (vagyis az
ugyanazon X értékekhez tartozd Y értékek variancidjanak reciprokaval), ami a tobbiekénél
nagyobb szorasi Y replikdtumok indokolatlanul nagy sulyanak csokkentését célozza

(Motulsky ¢és Christopoulos, 2004; Prism 8 Curve Fitting Guide, 2019).

Gorbét (azaz egy egyenletet) altalaban individualisan illesztenek, vagyis a regresszios
paraméterek értékeit egyetlen adathalmazra hatarozzak meg. Ez lehet egyetlen E/c gorbe, de
a mai technikai és szoftveres lehetdségek mellett lehet E/c gorbék egy csoportja, amelyben a
gorbék ismételt mérésekbdl szarmaznak (azaz ugyanazt az informdaciot hordozzdk —
természetesen random hibaval terhelten). A gorbeillesztés fejlettebb modja a globalis

illesztés, amikor is a regresszids modell (tehat az illesztett egyenlet) egy gorbecsaladot
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hatdroz meg, vagyis olyan fiiggvényeket, amelyeknek néhany (minimum 1) paramétere
kozos (tehat ugyanazt az értéket veszi fel minden gorbe esetében). Globalis regresszid soran
egyszerre tobb adathalmazra torténik a gorbecsalad illesztése, és a miivelet precizitasat
(precision) egyetlen négyzetosszeg jellemzi (Motulsky és Christopoulos, 2004; Prism 8
Curve Fitting Guide, 2019).

PhD munkam soran a masodik célom az volt, hogy feltarjam a kiilonb6zd
gorbeillesztési modok (individudlis vagy globalis) és gorbeillesztési beallitasok (melyek az
Y értékekre kiillonb6zo eloszlasokat illetve szorasi mintazatokat feltételeznek) hatésat az
RRM altal szolgaltatott eredményekre. Az ennek felderitését célzo kisérletek soran minden
mintdn két E/c gorbét vettliink fel. Az elsét adenozinnal, melynek szerepe a felhasznalt
tengerimalac bal pitvarok A receptor stimulaciéra adott nativ valaszainak felmérése volt. Az
adenozin kiilondsen alkalmas erre a célra, mivel gyorsan €s zavard metabolitok keletkezése
nélkiil eliminalodik a rendszerbdl (Wilbur és Marchlinski, 1997). A mésodik E/c gérbéhez
harom, széles korben hasznalt, az adenozinnal stabilabb, szintetikus A receptor agonista
(CPA, NECA, CHA) egyikét hasznaltuk, méghozza ugyanazon agonista egyetlen torzitd
precizitasat (precision) az ismert nagysagu torzitd koncentracié meghatarozasaval vizsgaltuk
jol bevalt izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvar modelliinkon. A torzitd koncentraciohoz és
a E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonista azonossagabol kovetkezéen az RRM altal

szolgaltatott cx becslés kozvetleniil a torzitd koncentracidt adta meg.

Ezen vizsgalatunk soran is az A receptor agonistak altal kivaltott negativ inotropiat
hataroztuk meg, mint hatast. A kamrai myocardium nyugalmi kontrakcios erejét a legtobb
emldsben nem csokkenti az A receptor, csak az emelkedett intracellularis cAMP-szint miatti
fokozott kontraktilitdst viszi vissza a nyugalmi szintre (Endoh, 1987). Az eml6s pitvari
myocardiumban ugyanakkor az A; receptor aktivacid a nyugalmi kontrakcios erdt is képes
csokkenteni (méghozza jelentés mértékben), amit direkt negativ inotrép hatasnak neveziink
(Kurachi és mtsai, 1986; Endoh, 1999). Mivel ex vivo kisérleteink soran ingerelt bal pitvart
hasznaltunk, az A; receptor-medialta negativ trop-hatasok egyediill mint a nyugalmi
kontrakcios erd csokkenése juthattak érvényre. Ennek fontos szerepe van kisérleti adataink
megbizhatdsadgat és jo interpretalhatosagat illetden, mivel a direkt negativ inotrdpia
egyébkeént érzékeny az 6sszehuzdodasok frekvencidjaban bealld valtozasokra (Belardinelli és

mtsai, 1995).
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3. Anyagok és modszerek

3.1. In silico modszerek

3.1.1. Az izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvari myocardium adenozin homeosztdzisanak

¢s a kontraktilitasat érinté A adenozinerg szabdlyozas szamitogépes szimulacidja

Az A: receptor agonistak hatidsat az izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvar
kontrakcios erejére in silico E/c gorbékkel modelleztik. A szimulalt E/c gorbék
eldallitasahoz az agonizmus operativ modelljét alkalmaztuk, ami képes kezelni egy agonista
hatasat (7. egyenlet; Black és Leff, 1983) és két agonista egyidejii hatasat is (12. egyenlet;
Leff és mtsai, 1993). Az operativ modell altalanos és kvantitativ modon irja le a kapcsolatot
egy (vagy két) agonista koncentracioi €s az altaluk kivaltott receptorialis valaszok kozott. A
modell tartalmazza mindazon paramétereket, amelyek sziikségesek az FSCPX és az NBTI
hatasanak figyelembevételéhez (a miikodoképes receptorok koncentracidja, két kiilonbozo
agonista egyideji jelenléte) (Black és Leff, 1983; Leff és mtsai, 1993; Giraldo és mtsai,
2002).

Az exogén ¢és endogén eredetli adenozin eltérd hatdsait a munkacsoport sajat
fejlesztésii eljarasaval modelleztiik (Zsuga és mtsai, 2017), ami az RRM (Gesztelyi és mtsai,
2004; Grenczer és mtsai, 2010a) alkalmazasan alapul (13. egyenlet). Ezen eljarassal két,
egyiddben jelen 1év6 agonista (ugyanazon a receptor populacion kifejtett) egyiittes hatasat
szimulaltuk abban a specialis esetben, amikor a magat egyetlen koncentracioval képviseltetd
egyik agonistdt és annak hatdsat figyelmen kiviil hagytuk (és ezaltal torzult hatdsokat
detektaltunk). A figyelembe nem vett agonista koncentraci6 modellezte az NBTI altal
felhalmozott endogén adenozin okozta interstitialis adenozin koncentracid tobbletet, ami mar

az (exogén) adenozinnal illetve CPA-val valo E/c gorbe felvétel eldtt kialakult a rendszerben.

A kiindulési adatok (2. tdblazat) és feltételezések valtoztatdsaval négy modellt és a 4.
modellhez két kiegészitd varianst hataroztunk meg, melyek segitségével hat E/c gorbe
készletet szerkesztettiink. Mindegyik gorbe készlet nyolc E/c gorbét tartalmazott, melyek
kozil négy egy bizonyos ,,A” agonistdhoz kdthetd, négy pedig egy ,,C” agonistdhoz (1d.
késébb). A szimulalt E/c gorbék jellemzését és megjelenitését a Hill egyenlet (3. egyenlet)

egy alkalmas formédjanak (14. egyenlet) illesztésével biztositottuk.
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Az A\ receptor endogén agonistajanak, az adenozinnak a szervkaddban milkddtetett
tengerimalac bal pitvarszOovetben mutatott sajatossagait a szimulacié ,,A” agonistdjaval
vettiik figyelembe. Lokalizacio alapjan két A agonista koncentraciét kiillonboztettiink meg,
egy ,,szervkadbeli” és egy ,,receptorkdzeli” koncentracidt. Eredet szempontjabol kétféle A
agonistat modelleztiink, ,,exogén” (a E/c gorbe felvétele soran beadott) és ,,endogén” (a

pitvari myocardiumban keletkezd) A agonistat.

Az adenozin sejtbe irdnyuld transzportjat eltéréen modellaltuk az exogén és az
endogén A agonista esetében. Transzport inhibitor hidnyaban a ,,szervkadbeli” A agonista
koncentraciot 400-zal elosztottuk, mielétt a hozza tartoz6 hatast kiszamoltuk volna. (Ez
megfogalmazhaté gy is, hogy a hatdst mindig a ,receptorkdzeli” koncentracidbol
szamoltuk, ami A agonista esetében, ha nem volt jelen transzport gatlo, a ,,szervkadbeli”
koncentracio 1/400-ad része volt.) Ez az eljaras azt szimulalta, hogy in vivo illetve ex vivo
egy, a sejtek altal gyorsan inkorpordlt agonista koncentracidja a sejtfelszini receptorai
kozelében kisebb, mint a vérplazmaban vagy a szervkad folyadékaban. Transzport inhibitor
jelenlétében ugyanakkor a ,,szervkadbeli” A agonista koncentracidt nem osztottuk el a hatés
kiszamolésa eldtt, vagy ha mégis, akkor egy 400-nal sokkal kisebb szammal (6-tal vagy

6-14.8952-vel, ennek magyarazatat 1d. késobb). Ezzel szemben az endogén adenozin tobblet

crer

crer

allapitottuk meg, vagy a legutobbi ex vivo vizsgalatunk (Erdei és mtsai, 2018) adatait
hasznaltuk fel (2. tablazat). Minden cpias beszamitasaval megszerkesztett E/c gorbe (vagyis
minden, transzport gatlo jelenlétét szimulalo E/c gorbe) ,,torzult” mindsitést kapott. Ezzel azt
szimulaltuk, hogy a cuvias €s az altala kivaltott hatas figyelmen kiviil lett hagyva a nyers E/c
gorbe adatok feldolgozasakor. (Valoban ez a helyzet olyan E/c gérbe adatok hagyomanyos
kiértékelésekor, ahol pl. egy transzport géatld hatdsara felszaporodik egy olyan endogén

agonista a rendszerben, ami befolyasolja a mért hatast.)

A szintetikus A; receptor agonista CPA tulajdonsagait az izolalt, ingerelt
tengerimalac bal pitvaron a szimulacidé C agonistdjaval modelleztiik. A CPA enzimekkel

szembeni fokozott rezisztencidjat megjelenitendd a C agonista ,szervkadbeli” ¢és

ey y

crer

ki.
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Az irreverzibilis A receptor antagonista FSCPX-et a szimulacid soran az X vegyiilet
reprezentalta. Az X vegylilettel végzett el6kezelés hatasat a teljes receptor koncentraciod
([Ro]) 5.556-tal valo elosztasaval vettiik figyelembe (2. tablazat), ami az A receptorok 18%-
anak épen maradasat szimulalta, 6sszhangban a munkacsoport korabbi eredményeivel
(Gesztelyi és mtsai, 2013). A 4. modell (és variansai) esetében, amennyiben transzport gatlo
volt jelen, az X vegyiilettel valo eldkezelést egy tovabbi miivelettel is figyelembe vettiik,
éspedig a cias Ertékének megvaltoztatasaval (2. tdblazat). Ezen tal a 4. modell 2. varidnsaban,
ha transzport inhibitor volt jelen, az X vegyllettel végzett elokezelést egy harmadik

mivelettel is figyelembe vettiik, méghozzd egy 14.8952-vel valo osztassal az exogén A

crer

1. modell 2. modell 3. modell 4. modell
Em 100 99 90
Nop 75
[Rol 1.81 (i 1100(*%()())()
Ka 3x107°
Ke 10713
Chins 25%x10° 1.002 x 1077 1.002 x 19’7 (NB)
(NB és X+NB) (NB és X+NB) 6.727 x 107° (X+NB)

2. tablazat. Az in silico vizsgalat négy modelljét meghatarozo6 paraméterek. Ko: kontroll
(elokezelés illetve kezelés nélkiili); X: X vegytilettel valo eldkezelés; NB: NB
vegyiilettel valé kezelés; X + NB: X vegyiilettel valod elokezelés, majd NB vegyiilettel
végzett kezelés (roviden: X + NB kezelés). Az els6 oszlop roviditéseit illetéen 1d. a 7.
¢s a 12. egyenletet.

A nukleozid transzportot (pontosabban annak ENT1 tipusat) gatlo NBTI
szimuldcionkban mint NB vegyiilet jelent meg. Ennek jelenlétét egyrészt az exogén A
masrészt egy Chias paraméter bevezetésével, ami az endogén A agonista interstitialis (ily
modon ,,receptorkdzeli”’) koncentracio-névekménye. A kezdeti modellek (1-3.) csak egyféle
Cbias-t tartalmazhattak, mig a végso (4.) modellben és két varidnsaban a cpias két értéket is
felvehetett: egyet a csak NB vegyiilettel valo kezeléskor, egy masikat pedig az X+NB kezelés
esetén. Az 1. és 2. modellben a cpias €rtéke onkényes volt, a 3. és 4. modellben viszont a
legutébbi ex vivo vizsgalatunk sordn (Erdei ¢és mtsai, 2018) meghatarozott tobblet

interstitialis adenozin koncentraciok (2. tablazat). Mint mar fentebb is utalas tortént ra, a 4.
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modellben és variansaiban interakciot feltételeztiink az X vegyiilettel vald el6kezelés és az

NB vegyiilettel valo kezelés kozott.

Az eredmények bemutatasakor a szimulalt E/c gérbék hatés értékeit mindig az adott
exogén agonista ,,szervkadbeli” koncentracidinak fliggvényében abrazoltuk. Ez 6sszhangban
all azzal a ténnyel, hogy ex vivo adatokat megjelenitd E/c gorbék esetén is rendszerint ezek

a koncentracio értékek ismertek.

3.1.2. Az egyszerii (egyetlen agonista hatasat konvencionalis mdédon kifejezd) koncentracio-

hatas gorbék felvétele

Az exogén A illetve C agonista altal kivaltott hatas értékeket az agonizmus operativ
modellje (7. egyenlet) alapjan hataroztuk meg. Az agonistak ,,receptorkdzeli” koncentracioit
irtuk be a 7. egyenletbe, melyeket a ,,szervkadbeli” koncentraciokbol szamoltuk ki (a
fentieckben megadott modon). Az exogén A ¢és C agonista ,,szervkadbeli” koncentracioi
1071°-102° mol/1 kozott voltak (felezd logaritmikus 1épésekre egymastol) a szimuldcid soran.
A szimulaland6 nyolc E/c gorbe (4. abra) legutobbi ex vivo munkankbdl szarmazott (Erdei
¢s mtsai, 2018), az ezekkel vald minél jobb dsszehasonlithatosag érdekében az A illetve a C
agonista E/c gorbéit csak azokban a koncentracid-tartomanyokban abrazoltuk, amelyekben

az adenozin illetve a CPA E/c gorbéket felvettiik (4. abra).

Az X vegyiilettel végzett el6kezelést az [Ro] paraméter 107'%-r6l 1.8:107!'-re vald
csokkentésével fejeztik ki. Ez 0Osszhangban volt a munkacsoport kordbbi ex vivo
eredményével, mely szerint a tengerimalac bal pitvari A; receptorok mintegy 10-20%-a
maradt funkcidképes 45 perc 10 pumol/l FSCPX inkubacid, majd 75 perc mosas utan
(Gesztelyi és mtsai, 2013). Az operativ modell tobbi paraméterének értekét az in silico

vizsgalat sordn éppen tesztelt modellhez (1-4.) 6nkényesen vélasztottuk meg (2. tdblazat).

3.1.3. Az 0Osszetett (két agonista kozos hatasat az egyik figyelmen kiviil hagyasa mellett

kifejezd) koncentracio-hatas gorbék felvétele

Az endogén A agonista NB vegyiilet jelenlétében létrejott koncentracio-tobblete
(cvias) €s az exogén A vagy C agonista ndvekvd koncentracioi (ceest) altal kozdsen kivaltott,
torzult hatas értékeket két 1épésben szamoltuk ki. E10sz6r a még nem torzult hatas értékeket

hataroztunk meg a kovetkezd egyenlet (Leff és mtsai, 1993) segitségével:

29



. . . . n
(Ttest Ctest Kbias’l"[bias Cbias Ktest) °p

E=E,-
. . . n . . . . n
(Ctest Kbias + Ktest Kbias + Cbias Ktest) P + (Ttest Ctest Kbias + Tpias * Cpbias Ktest) °op

12. egyenlet

ahol: E: a még nem torzult hatas; En: az adott rendszerben elérheté maximalis hatas;
Cbias: endogén A agonista koncentracio-tobblete (természetszeriileg receptorkdzeli
koncentracio); cest: az exogén A vagy C agonista receptorkdzeli koncentracidja; Kpias
illetve Kiest: @ Coias 1lletve a ciest agonistaihoz tartozd Ka értékek (Id. 5. egyenlet); Toias
illetve Tiest: [Ro]/KEbias 1lletve [Ro]/Kgiest, ahol a Kgpias 1lletve a Kgiest @ Chias 1lletve a Crest
agonistaihoz tartozo Kk értékek (1d. 6. egyenlet); nop: az operativ slope faktor.

Ezt kovetden a még nem torzult hatas értékeket torzitottuk a kovetkezd 0sszefiiggés
felhasznalasaval (Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer €s mtsai, 2010a):

E'=100— 100 - (100 — E) 13. egyenlet

100 — Epjas

ahol: E’: a torzult hatas; E: a 12. egyenlet altal szolgaltatott nem torzult hatas; Epias: @
Chias altal kivaltott hatas (melyet a 12. egyenlettel szamoltunk ki oly modon, hogy a cest
paraméterhez 0 értéket rendeltiink, mikdzben minden tovabbi paraméter ugyanazt az
értéket kapta, mint az adott Epias-hoz tartozo E).

A 13. egyenlettel valo torzitas a cuias (€s az altala kivaltott hatds, Evias) meglétét, de
figyelmen kiviil hagyésat szimulalta egy hagyomanyos in vivo vagy ex vivo E/c gorbe felvétel
¢és kiértékelés soran. Fontos leszogezni, hogy a cuias jelenlétében felvett E/c gorbék is
torzitatlanul tiikkr6znék a 12. egyenlet altal bemutatott koncentracio-hatas kapcsolatot, ha az
adott helyzetre szabva értékelnék ki ezeket. A cuias (és az Ebpias) azonban altaldban
ismeretlenek és (ha a 1étezésiiket gyanitjak is) figyelmen kiviil hagyottak. A 13. egyenlettel
kiszamolt torzult hatasokat (a szimulalt valds helyzetekkel 6sszhangban) a ceest értékeket

szolgaltato agonista ,,szervkadbeli” koncentracioinak fliggvényében abrazoltuk.

3.1.4. A szimulalt koncentracié-hatas gorbék jellemzése

A szimulalt E/c gorbékre a Hill modellt (3. egyenlet) illesztettiik, az ajanlasnak
megfelelden (Motulsky és Christopoulos, 2004) a kovetkezd formaban (ugyanazon okbol,
amiért mashol a 11. egyenletet illesztettiik a 10. helyett):

Emax

E= 1 + 10n(logECs0—logc)

14. egyenlet
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Mivel a 14. egyenletet illesztésre (és nem E/c gorbe adatok kiszdmolasara)
hasznaltuk, a benne szerepld ¢ paraméter a gorbe felvételére hasznalt agonista ,,szervkadbeli”

crer

feldolgozasakor alkalmazott gorbeillesztési gyakorlatnak.

3.1.5. Az ex vivo rendszer in silico modelljének fejlesztése

In silico vizsgélatunk kiindulasi modellje a munkacsoport ezt megel6z6 in silico
munkdjanak (Zsuga és mtsai, 2017) kiinduldsi modellje volt. A modell paramétereit ugy
valtoztattuk, hogy a nyolc in silico E/c gorbe minél nagyobb mértékben hasonlitson a
szimulalando ex vivo E/c gorbékre (4. abra). Ennek a folyamatnak hat dllomasat mutatjuk be

az eredmények kozott, mint négy modellt €s két kiegészitd varianst a 4. modellhez.

Az A ¢és C agonista ugyanazokkal a sajatossagokkal rendelkezett mindegyik
modellben, kivéve a sejtek belsejébe iranyulo transzportot (és az ezt fenntart6 intracellularis
elimindciot). Ez csak az A agonistat érintette oly moddon, hogy ,szervkadbeli” és
,receptorkozeli” koncentracioja kiilonbozhetett, tovabba ez a kiilonbség fiiggétt az NB

vegylilet jelenlététol.

A kivélasztott ex vivo E/c gorbék (forras: Erdei és mtsai, 2018) 1. in silico
modelljében az NB vegyiiletrél feltételeztiik, hogy teljesen ledllitta az A agonista

transzportjat (amit azzal vettiink figyelembe, hogy az A agonista ,szervkadbeli”

crer

crer

kiilon kezeltiik (mint minden modellben, kivéve a 4. modell 2. variansat). Az 1. modellben
egyetlen (6nkényes) chias €rtéket hasznaltunk, vagyis nem feltételeztiink interakcidt az X ¢€s

az NB vegyiilet hatdsai kozott (2. tablazat).

A 2. in silico modell az 1. modellbdl szarmazott egy modositas révén, nevezetesen az

Em értékét 100-rol 99-re csokkentettiik (2. tdblazat).

A 3. in silico modell az elsé két modellbdl szarmazott harom véltoztatds révén.
ElOszor is az Enm paraméter értékét 90-ben hataroztuk meg. Masodszor, az NB vegyiilet
hatdsat egyetlen cpias értékkel vettiik figyelembe, ami a legutobbi ex vivo vizsgalat (Erdei €s
mtsai, 2018) azon cx értéke volt, melyet csak NBTI jelenlétében hataroztunk meg (FSCPX

nélkiil). Ez azt jelenti, hogy itt sem feltételeztiink interakciot az X és az NB vegyiilet hatdsai
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kozott (2. tablazat). Harmadszor, feltételeztiik, hogy az NB vegyiilet csak lassitja az A
agonista transzportjat. Ezt gy modelleztik, hogy az A agonista ,szervkadbeli”

koncentraciojat 6-tal osztottuk el (400 helyett) a ,receptorkézeli” koncentracid

kiszamolasakor.

A 4. in silico modell a 3.-t6] abban kiilonb6zott, hogy a korabbi ex vivo vizsgélat
(Erdei és mtsai, 2018) mindkét cx értékét bevezettiik, mint cpias-t (az NB kezeléshez a csak
NBTI jelenlétében mért cx-et, az X+NB kezeléshez az FSCPX eldkezelést kovetd NBTI
kezelés soran mértet). Ezzel interakcidt feltételeztiink az X és az NB vegyiilet hatasai kozott

(2. tablazat).

A 4. modell 1. variansdban (a 4. modelltdl eltéréen) azt feltételeztiik, hogy NB
vegyiilet jelenlétében nincs A agonista transzport (akarcsak az 1. és 2. modellben). Ennek
megfelelden az NB-kezelt és az X+NB-kezelt E/c gorbék esetében az A agonista
»szervkadbeli” koncentracioi egyenldek voltak a nekik megfeleld ,.receptorkozeli”

koncentraciokkal.

A 4. modell 2. variansaban (a 4. modell t6bbi feltételezésének megtartasa mellett) gy
tekintettiik, hogy az X vegyiilet befolyasolja az NB vegyiilet hatasat mind az endogén, mind
tulajdonsaga a munkacsoport egy korabbi hipotézisét jelenitette meg, mely szerint az FSCPX
az ENT1 moddositasan keresztiil Iépne interakcioba az NBTI-vel (Zsuga ¢és mtsai, 2017). Az
onkényesen — ugy vettiik figyelembe, hogy az A agonista X+NB-kezelt E/c gorbéjének
»receptorkozeli” koncentracioit az A agonista csak NB-kezelésti E/c  gorbéjének
,receptorkozeli” koncentracidibol szamoltuk ki ugy, hogy azokat 14.8952-vel elosztottuk.

14.8952 a 4. modell két cpias értékének hanyadosa.

3.2. Anyagok és ex vivo modszerek

3.2.1. Vegyszerek és oldatok

A preparatumok kozegeként, az adenozin felolddsdhoz ¢és a tobbi vegyiilet

torzsoldatanak higitdsdhoz Krebs-Henseleit puffert (Krebs-oldat) hasznaltunk. Az altalunk
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alkalmazott Krebs-oldat dsszetétele (mM-ban): NaCl: 118, KCI: 4.7, CaCl2: 2.5, NaH2PO4:
1, MgCl2: 1.2, NaHCO3: 24.9, gliikoz: 11.5, aszkorbinsav: 0.1 (bidesztillalt vizben).

Az altalunk hasznalt vegyszerek: adenozin, CPA (N°-cyclopentyladenosine), NECA
(5'-(N-ethylcarboxamido)adenosine) és CHA (N°-cyclohexyladenosine), melyeket a Sigma-
tol (St. Louis, MO, USA) szereztiink be. Az adenozint 36°C-os Krebs-oldatban oldottuk fel.
A CPA-t, NECA-t és CHA-t 1:4 etanol:viz (v/v) elegyben oldottuk (az etanol koncentracidja
nem haladta meg a 0.23%-ot (v/v) a szervkadakban). Minden torzsoldat koncentracioja 10

mM volt.

3.2.2. Allatok és preparatumok

A Kkisérletekhez 600-800 g testtomegii, him, Hartley tipusu tengerimalacokat
hasznaltunk fel. Az éllatok tartdsa és feldolgozasa 6sszhangban volt a Debreceni Egyetem
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsiganak Etikai Kodexével és a vonatkozé Eurdpai Unids

eldirasokkal (25/2013/DEMAB).

A tengerimalacokat guillotine segitségével dekapitaltuk, a szivet a nagyerek
atvagasaval eltavolitottuk, majd lemetszettiik a bal pitvarok fiilcséit. A pitvarfiilcséket 10 ml-
es, Krebs-oldatot tartalmazo, vertikalis allasti szervkadakban (TSZ-04, Experimetria,
Budapest) fiiggesztettiik fel 10 mN nyugalmi fesziilés (1 g-ot megtart6 erd) mellett (5. bra).
A Krebs-oldatot folyamatosan karbogénnel (95% O és 5% CO») szelldztettiikk (pH=7,4; 36
°C). A pitvarokat platinaelektroddal pontszeriien ingereltiik programozhat6 stimulator (ST-
02, Experimetria, Budapest) és erdsitd (PST-02, Experimetria, Budapest) segitségével,
kortilbeliil a kiiszobfesziiltség masfél-kétszeresével (kb. 1 V, 3 Hz, 1 ms impulzusszélesség).
A kontrakcids erdt az izometrias 6sszehuzodasok amplitidoja jellemezte, amit transzducerrel
(SD-01, Experimetria, Budapest) ¢és jelerdsitovel (SG-01D, Experimetria, Budapest)
mértiink, tovabba hdirdkaros poligraffal (R-61 6CH, Medicor, Budapest) rogzitettiink

héérzékeny papirra (6. abra).

3.2.3. Kisérleti protokollok és csoportok

A pitvari preparatumokat random hat csoportba osztottuk a végrehajtandé hat kisérleti
protokollnak megfelelden: Intakt CPA csoport, Torzult CPA csoport, Intakt NECA csoport,
Torzult NECA csoport, Intakt CHA csoport, Torzult CHA csoport (n = 5-7).
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A szervkadakban felfiiggesztett, miikodd pitvarokat (5. dbra) eldszor 40 percen at
inkubaltuk Krebs-oldatban, amit eldszor 5, majd 10 percenként cseréltiink rajtuk (,,mosas”).
Ezutan kumulativ E/c gorbét vettiink fel rajtuk adenozinnal (0.1 uM — 1 mM), amit 15 perc
mosas kovetett (harom oldatcserével). Ezt kovetden az Intakt jelzésii csoportokban kumulativ
CPA, NECA vagy CHA E/c gorbét vettiink fel (0.1 nM — 100 pM) annak megfeleléen, hogy
milyen agonista szerepelt a csoport nevében, amelybe az adott prepardtum tartozott. Ek6zben
a Torzult jelzéshi csoportokban levé pitvarokhoz egyetlen dozisban CPA-t (100 nM), NECA-
t (100 nM) vagy CHA-t (300 nM) mértiink (a csoport nevével dsszhangban), mint torzito
koncentraciot (cvias). Miutdn ennek hatésa kialakult, ugyanazzal az agonistaval kumulativ E/c

gorbét vettiink fel a pitvarokon (0.1 nM — 100 uM).

Ao

5. abra. Négy szervkadas, izolalt, tilél6 szervi rendszer termosztatos vizkeringetovel és
karbogénes palackokkal (balra), valamint egy Krebs-oldattal feltoltott szervkad a bele
merild (fehér) teflon szervtartoval, habkoves szelloztetOvel és a cérndval rogzitett
(piros) pitvarfiilcsével (jobbra).

3.2.4. Az ex vivo koncentracid-hatas gorbék kiértékelése

A héérzékeny papiron siirlin regisztralt mechanikai tevékenység also és felsd
burkologdrbéjének tavolsagat (pontosabban a burkologdrbék azonos iddponthoz tartozd

pontjainak tavolsagat) vettiikk a kontrakcids eré nagysaganak. A E/c gorbe felvétele soran
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beadott minden agonista koncentracidhoz megkerestiik a jelenlétében kialakult legkisebb
kontrakcids erdt és ezt hasznaltuk fel a hatés kiszamolasdhoz. A hatast ugy definialtuk, mint

a pitvarok kiindulasi kontrakcids erejének szazalékos csokkenését:

F
E= -100%

ahol: E: a hatas; Fo: a E/c gorbe kiindulasi kontrakcios ereje (kdzvetleniil az els6 agonista
dozis beadasa eldtt); F: az aktudlis kontrakcids erd (a megel6zden beadott agonista
koncentraci6 jelenlétében kialakult legkisebb kontrakcios erd).

(2 R-61 6CH RECORDER
| ; (-:\ “fj‘ ' W - mvur umr

‘/)

n! ﬂu ”s -

6. abra. Hoirokaros poligraf és a beldle kilogd hdérzékeny papir (rajta négy pitvar
regisztralt mechanikai aktivitasa), jelerdsitd, stimulator erdsitdvel (feliilrdl lefelé)
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3.2.5. Az ex vivo koncentracio-hatas gorbék jellemzése

A FE/c gorbék adataira elészor a Hill modellt (3. egyenlet) illesztettiik a
legmegfelelobb formaban (14. egyenlet). Az individualis E/c gorbék esetében ez a statisztikai
elemzéshez szolgaltatott adatokat, a csoportonként atlagolt E/c gérbék esetén pedig a torzitd
koncentracid (cvias) meghatarozasat segitette (Id. késobb), illetve a E/c gorbék abrazolasat
tette szemléletesebbé. Az atlagolast a statisztikai szamitdsokra és dbrakészitésre hasznalt
szoftver végezte oly modon, hogy a E/c adatokat csoportositva vittiik be (Prism 8 Curve
Fitting Guide, 2019). Ezzel nem vesztettiik el az egyedi adatokban rejlé informaciokat sem

az atlagolt gorbék, sem a rajuk valo illesztés vonatkozasaban.

3.2.6. A torzit6 koncentracido meghatarozasa

A csoportonként atlagolt CPA, NECA ¢s CHA E/c gorbékre az RRM modelljét is
illesztettik (11. egyenlet). Mivel a Torzult jelzésli csoportokban levd pitvarokhoz
ugyanannak az agonistanak egy do6zisat mértiik (cpias), mint amivel azutdn a E/c gorbét
felvettiik rajtuk, a 11. egyenlet cx paramétere kozvetleniil a cpias-t becsiilte. Az illesztés két
kiilonb6zé moddon, individudlisan és globalisan tortént. Individudlis regresszio soran a 11.
egyenlet tartalmazta az azonos agonistaval felvett Intakt jelzésti csoportok Hill paramétereit
(Emax, ECso és n), melyeket a 14. egyenlet illesztése szolgéltatott. Ez azt jelentette, hogy az
atlagolt (mind Intakt, mind Torzult) CPA, NECA és CHA E/c gorbék illesztésekor a 11.
egyenletet ,,individualizalni” kellett a megfeleld empirikus paraméterek értékeinek
beirasaval. Globalis regresszid soran viszont a 11. egyenletet egyidejiileg illesztettiik az
Osszetartozo (azonos agonistaval felvett) Intakt-Torzult atlagolt E/c gorbe-péarokra ugy, hogy

megosztottuk (k6zossé tettiik) az empirikus paramétereiket (Emax, ECso €s n).

A jelen vizsgalatban az individualis regresszid soran a Torzult E/c gorbékre torténd
illesztés célja a kisérleti elrendezés miatt ismert cpias meghatarozasa volt. Az Intakt E/c
gorbékre vald individualis illesztés a mddszer olyan Ontesztje (az Intakt gorbék cuias értéke
per definitionem nulla), ami akkor is rendelkezésre all, amikor a Torzult gorbék cpias-€
ismeretlen. A globalis regresszio egy 1épésben szolgaltatta a Torzult €s az Intakt E/c gérbék
Chias €rtékeit. A kiilonbozé modokon (individualis és globalis regresszio) €s illesztési
beallitasokkal (1d. lentebb) meghatarozott cx értékek 0sszehasonlitasa lehetdséget adott az

RRM kivitelezésének optimalizalasara.
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3.2.7. Gorbeillesztési beallitasok

A 11. egyenletet a kdvetkezd illesztési beallitdsok mellett hasznaltuk: hagyomanyos
illetve robusztus regresszid, tovabba a sulyozas hianya, sulyozas 1/Y>-tel illetve stlyozas
1/SD?-tel. A kiilonbozd regresszids modokat (individualis illetve globalis) és illesztési
bedllitasokat minden, a kivitelezd szoftver altal megengedett formaban kombinaltuk (3.

tablazat).

crer

replikatumok) egyedi pontoknak (,,individual points™) tekintettiik, ahogy a szoftver leirasa
ajanlotta, kivéve az 1/SD?-tel val6 sulyozast, ahol az Y replikatumok 4tlaga volt az egyetlen
opcid. Minden mas bedllitas esetében az alapértelmezett opciot alkalmaztuk (Prism 8 Curve

Fitting Guide, 2019).

Hagyomanyos illesztés Robusztus illesztés
Nines stlvozds Individualis Individualis
y Globilis Globilis
Individualis
r r 2_
Sulyozas 1/Y*-tel Globalis
Individualis
r r 2-
Sulyozas 1/SD*-tel Globalis

3. tablazat. A regresszi6 két modjanak kombindlasa két olyan beallitasi lehetdséggel,
melyek az Y (hatas) adatok eloszlasat veszik figyelembe, és harom masik beallitasi
lehetoséggel, melyek az Y adatok homo- illetve heteroszkedaszticitasdnak
figyelembevételéért feleldsek. A kombinacio tiikrdzi a gorbeillesztésre hasznalt szoftver
tulajdonsagait is, pl. a stlyozas lehetetlenségét robusztus regresszid soran (Prism 8
Curve Fitting Guide, 2019).

3.3. Adatfeldolgozas

Minden pitvari preparatum harom kritériumot kellett teljesitsen a statisztikai

elemzésbe vald bekeriiléshez:

1. anyugalmi kontrakcios erdnek el kellett érnie az 1 mN-t az adenozin E/c girbe

felvétele elott;
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2. az Osszehuzodasoknak szabdlyosaknak (az ingerlés frekvencidjat kovetdnek)
kellett lenniiik;

3. a 10 uM adenozinra adott valasznak beliil kellett lennie a szamtani kozép = 2 SD
intervallumon. A szamtani kozép += 2 SD az els6é két kritériumot teljesitd pitvarok

felhasznalasaval keriilt meghatarozasra.

Az adatok eloszlasdnak normalis voltat Shapiro-Wilk teszttel ellendriztiik. Kettonél
tobb adatcsoportot egyszemponti ANOVA-val és az azt kovetd Tukey poszt-teszttel

hasonlitottunk Ossze.

A gorbeillesztéshez hasznalt egyenletekben a koncentraciokat (c, ECso, cx) 10-es
alapt logaritmusként fejeztiik ki az ajanlasoknak megfeleléen (Motulsky és Christopoulos,
2004; Prism 8 Curve Fitting Guide, 2019). A statisztikai elemz¢s, a gorbeillesztés €és az abrak
készitése az in silico vizsgalatban 8.1.1 verzioji, az ex vivo vizsgélat soran pedig 8.2.1
verzidju GraphPad Prism szoftverrel tortént (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).
Egyéb szdmitasokhoz Microsoft Excel 2016 szoftvert hasznaltunk (Microsoft Co., Redmond,
WA, USA).
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4. Eredmények

4.1. In silico eredmények

4.1.1. Az 1. és 2. modell

Az 1. illetve 2. modell (melyek csak az En, paraméter 100-as illetve 99-es értékében
kiilonboztek) tartalmaztak a legkevesebb feltételezést a tengerimalac bal pitvari myocardium
adenozin homeosztazisat és A; adenozinerg rendszerének az inotrdpia szabalyozasaban
résztvevd részét illetd modell tekintetében. Feltételezték az adenozint reprezentalo A
agonista transzportjdnak komplett blokadjat az NBTI-t szimbolizald6 NB vegyiilet altal,
tovabba az NB vegyiilet és az FSCPX-et reprezentald X vegytilet kozotti interakcid hidnyat.
Az egyszeri in silico E/c gorbék (vagyis amelyek nem kaptak kezelést az NB vegyiilettel,
igy nem viselik magukon a cpias hatasat) jol utanozzak a nekik megfeleld ex vivo E/c gorbéket
(vO. 1. és 7. abra). Ezzel szemben az Osszetett in silico E/c gorbéket (melyek NB vegyiilet
kezelést kaptak, ezért torzultak) nem lehetett a nekik megfeleld ex vivo E/c gorbék
Ily médon az 1. és a 2. modell nem volt képes megfeleléen szimuldlni az eredeti biologiai

rendszert (1d. 4. abra, 1. tablazat).

A két korai modell legfontosabb tanulsaga, hogy az operativ modell E., paramétere
(ami a rendszer maximalis jelerdsitd képességét jellemzi) igen jelentds hatdssal bir a jelen
vizsgalat Osszetett E/c gorbéinek lefutdsara. Amennyiben En = 100 (pontosabban, ha En, a
100 - ~99.9 intervallumon beliil van), mindkét csak NB-kezelt E/c gérbe a neki megfeleld
(azonos agonistaval felvett) X+NB-kezelt E/c gorbe folott futott. Ha azonban az En ennél
kisebb, az X+NB-kezelt E/c gorbék a nekik megfelelé csak NB-kezelt E/c gorbék folé
keriiltek (7. abra).

Az En 99.9 koriili értékénél az 0sszetartozo (azonos agonistaval felvett) Osszetett E/c
gorbék gyakorlatilag egybeesnek. Ez a jelenség jeloli ki azon En intervallum also hataréat,
amelyen beliill maradva az FSCPX-nek a munkacsoport kordbbi ex vivo vizsgélataiban
tapasztalt paradox viselkedése (vagyis az, hogy az FSCPX latszolag noveli az adenozinra
adott valaszt) nem allithat6 eld in silico (az 1. modell keretein beliil). Fontos leszogezni, hogy

az Em 100 fol6tti értékének nincs értelme az altalunk szimulalt ex vivo rendszerben (maga a
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hatas sem lehet nagyobb 100%-nal). Ennek megfelelden az En 100 folé emelése eldszor

értelmetlentil naggya (100% folottivé), majd negativva teszi az 0sszetett E/c gorbék Emax-at.

100+ 100+

m Kontroll m Kontroll

v X v X

A NB A NB
754 . 757 *

N
@

In silico hatas (1. modell)
& 3

In silico hatas (1. modell)
(&)
o

Mo 5% 7 s 5 4 "% 7 b 5 4 3
log[C] og[A]
1007 & Kontroll 1007 & Kontroll
v X v X
A NB A NB
75+ . 757 *

N
@

In silico hatas (2. modell)
& 3

In silico hatas (2. modell)
a
o

10 9 8 7 6 5 4 9 8 7 6 5 4 3
log[C] og[A]

7. abra. A CPA-t és adenozint reprezentald C illetve A agonista szimulalt koncentracio-
hatas (E/c) gorbéi az 1. (feliil) és a 2. (alul) modell szerint. Az 1. illetve a 2. modell
kozotti egyetlen kiilonbség az En paraméter (1d. 6-8. egyenlet) értéke (100 illetve 99). A
E/c gorbék az NBTI-t szimuldldo NB vegyiilet hatdsat mutatjak a C és A agonista altal
kivaltott valaszokra az FSCPX-et reprezentalo X vegyiilettel valo elokezelés hidnydban
(kék gorbék) illetve megléte esetén (piros gorbék). Az x tengely az agonista szervkadbeli
A vonalak az illesztett Hill egyenletet (14. egyenlet) mutatjdk. CPA: N°-
cyclopentyladenosine; NBTI: S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine; FSCPX: 8-
cyclopentyl-N>-[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N!-propylxanthine.

40



4.1.2. A 3. modell
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8. abra. A CPA-t illetve adenozint reprezentaldé C illetve A agonista szimulalt
koncentracio-hatas (E/c) gorbéi az 3. (feliil) és a 4. (alul) modell szerint. A E/c gérbék
az NBTI-t szimuldld6 NB vegyiilet hatdsat mutatjdk a C és A agonista altal kivaltott
véalaszokra az FSCPX-et reprezentald X vegyiilettel vald eldkezelés hidnyaban (kék
gorbék) illetve megléte esetén (piros gorbék). Az x tengely az adott agonista
tengely a hatdst. A vonalak az illesztett Hill egyenletet (14. egyenlet) mutatjak. CPA:
NC-cyclopentyladenosine; NBTI: S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine; FSCPX:
8-cyclopentyl-N>-[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N!-propylxanthine.

A 3. modell harom tulajdonsagaban kiilonbozik elddeitdl: 1. Em = 90; 2. a cpias az

eredeti ex vivo rendszerben (Erdei és mtsai, 2018) a csak NBTI-kezelt CPA E/c gorbék
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esetében mért cx értékét kapta; 3. az NB vegyiilet jelenlétében is megengedtiink egy kisfoku
A agonista transzportot. A 3. modell elfogadhatdan szimulélta az egyszerii E/c gorbéket és a
csak NB-kezelt E/c gorbéket, azonban az X+NB-kezelt E/c gorbék lefutdsat nem engedte a
nekik megfeleld ex vivo E/c gorbék kdzelébe vinni (vO. 1. és 8. dbra). Nem maradt mas hatra,

interakciot kell feltételezniink az X és NB vegylilet hatasai kozott.

4.1.3. A 4. modell

A 4. modell abban kiilonb6zott a 3. modelltdl, hogy interakciot tételezett fel az X és
az NB vegyiilet hatdsai kozott oly modon, hogy az endogén A agonista hatdsat két coias
értékkel vette figyelembe, kiilon a csak NB kezelésre és az X+NB kezelésre. A két cpias @
modellezendd ex vivo rendszert biztositd vizsgalatban mért két cx volt (Erdei és mtsai, 2018).
Az, hogy az X+NB kezeléshez tartozo cpias kisebb volt, mint a csak NB kezelésre jellemz0,
azt fejezte ki, hogy az X vegyiilet gatolta az NB vegyiiletet az endogén A agonista
vegyiilet alkalmazasat ugyanazokon a pitvarokon, ez azt is jelentette, hogy a 4. modellben az
X vegylilet nem befolyasolta az NB vegylilet hatasat az exogén A agonistara. Az el6z6
modellekkel szemben a 4. modellben mind az egyszerti, mind az sszetett E/c gérbék lefutdsa
jol szimulélta a nekik megfeleld ex vivo gorbéket (vo. 1. €s 8. dbra, 1. és 4. tablazat). Fontos
tovabba, hogy a végleges 4. modellben a paraméterek értékének kismértékli valtoztatdsai mar

nem okoztak Iényeges valtozast a szimulalt E/c gérbék helyzetében ¢s alakjaban.

C agonista Kontroll X NB X+NB

Enmax 89.61 £0.03 88.45+0.07 70.67 £0.12 87.27+0.12
logECso -7.53+£0.001 -6.8 = 0.003 -6.66 £ 0.005 -6.71 £ 0.005
n 0.75+0.001 0.76 +0.003 0.91 +£0.008 0.82 +0.006
A agonista Kontroll X NB X+NB

Emax 89.76 + 0.01 89 +0.04 70.61 +£0.14 87.27 +0.15
logECso -4.92+0.0003 -4.19+0.0008 -5.88+0.005 -5.93 +£0.005
n 0.75+0.0004  0.75+ 0.0007 0.91 £ 0.009 0.82 £ 0.006

4. tablazat. A 4. modell koncentracio-hatas (E/c) gorbéinek (Id. 8. abra) Hill
paraméterei. Az Emax, logECso €s n (szamtani koz€ép + standard error) a szimulalt E/c
gorbékre illesztett Hill egyenlet (14. egyenlet) regresszids paraméterei. A standard error
itt azt jellemzi, milyen preciz a regresszios paraméterek értékeinek meghatarozasa.
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4.1.4. A 4. modell 1. és 2. variansa

A 4. modell varidnsai az anyamodelltél az A agonista Osszetett E/c gorbéiben (1.

varians) illetve az A agonista X+NB-kezelt E/c gérbéjében (2. varians) kiilonboztek.

Az 1. varians abban tért el a 4. modellt6l, hogy ismét feltételezte az A agonista
transzportjanak az NB vegyiilet altali komplett blokadjat. Ennek eredményeképpen az A
agonista Osszetett (NB-nek kitett) E/c gorbéi kevésbé kovették le a nekik megfeleld ex vivo
E/c gorbéket, mint a 4. modell alapvaltozata (a paraméterek értékeinek finomhangolasi
kisérletei ellenére, vo. 1., 8. és 9. dbra). Ez alapjan érdemes feltételezni, hogy az NB vegyiilet
nem allitja le teljesen az A agonista befelé¢ iranyuld transzportjat (ahogy azt a 4. modell is

megjeleniti).
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9. abra. Az adenozint megjelenitd A agonista szimulalt koncentraci6-hatés (E/c) gorbéi
a 4. modell 1. és 2. variansa szerint. A E/c gorbék az NBTI-t szimulalé6 NB vegyiilet
hatdsat mutatjak az A agonista altal kivaltott véalaszra az FSCPX-et reprezentald X
vegyiilettel valo eldkezelés hianyaban (kék gorbék) illetve megléte esetén (piros
logaritmusat tiinteti fel, mig az y tengely a hatast. A vonalak az illesztett Hill egyenletet
(14. egyenlet) mutatjak. NBTI: S-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)-6-thioinosine; FSCPX: 8-
cyclopentyl-N>-[3-(4-(fluorosulfonyl)benzoyloxy)propyl]-N!-propylxanthine.

A 2. varians abban kiilonb6zott az alapmodelltdl, hogy feltételezte, hogy az X

vegyiilettel végzett elokezelés az NB vegyiilet mindkét hatdsat gatolja, vagyis az exogén A

crer
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variansra nemcsak két cpias hasznalata volt jellemzd, hanem az A agonista transzportjanak
gyengébb NB altali gatlasa is (X+NB-kezelt allapotban a csak NB-kezelt allapothoz képest
az A agonista E/c gorbéi esetében). Ennek kovetkeztében az A agonista X+NB-kezelt E/c
gorbéje diszlokalddott mind az alapmodell (8. abra), mind az ex vivo rendszer (4. abra) neki
megfeleld gorbéjéhez képest. Ezzel 6sszhangban minél kisebbnek vettiik az X eldkezelés
hat4séat az exogén A agonista szintjére NB jelenlétében, annal jobban utanozta az A agonista
X+NB-kezelt E/c gorbéje az adenozin FSCPX+NBTI-kezelt E/c gorbéjének lefutasat. Az

eredeti 4. modell tehat jobban megkdozeliti az ex vivo rendszert, mint a 2. varians.

Mindent egybevetve, a 4. modell (8. abra, 4. tdblazat) bizonyult a legjobbnak az ex
vivo rendszer (4. bra, 1. tablazat) leirdsara, ezt tekinthetjiik tehat in silico vizsgélatunk végso

modelljének.

Az értekezést megalapozo in silico vizsgalat soran a jelolt (az értekezés irojanak)

hozzéjarulésa a kdz6s munka soran sziiletett eredményekhez jelentds (mintegy 60%) volt.

4.2. Ex vivo eredmények

4.2.1. Az adenozinra adott valasz

Az adenozin koncentracio-fiiggden csokkentette az ingerelt bal pitvarok kontrakcios
erejét minden csoportban (10. dbra). (Fontos megemliteni, hogy a vizsgalat ezen szakaszaban
az egyes protokollok még egységesek voltak.) Az adenozin E/c gdrbék csoportonként atlagolt
Hill paraméterei nem kiilonboztek szignifikansan egymastdl. Ezek az eredmények az ex vivo
kisérletekhez felhasznalt pitvarok sikeres random elosztasat mutatjak az egyes csoportok

kozott.

4.2.2. A szintetikus A1 adenozin receptor agonistakra adott valasz

Az ,Intakt” jelzésii csoportokban a CPA, a NECA ¢s a CHA szintén csokkentette a
pitvari kontrakcids erét koncentracio-fiiggd moédon (11. abra, A panel). Az egyes szintetikus
agonistak E/c gorbéi szignifikansan kiillonboztek logECso értékiikben, mig Emax €és n értékeik
hasonloak voltak (5. tablazat). Osszhangban azzal, hogy a CPA, a NECA és a CHA rosszabb

szubsztratjai az adenozint atalakitdé enzimeknek és transzportereknek, mint az adenozin
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(Pavan és IJzerman, 1998; Fredholm ¢s mtsai, 2001), a szintetikus agonistak ECso értékei
lényegesen (mintegy két-hdrom nagysagrenddel) kisebbek voltak, mint az adenozin ECso-e,
mikdzben az Emax paraméter hasonlo értékeket vett fel mind a négy agonista esetében (vo.

10. és 11. abra, A panel).

A vérakozasnak megfelelden a ,, Torzult” csoportokban a CPA (100 nM), NECA (100
nM) illetve CHA (300 nM) egyszeri extra dézisa (ami megkozelitden egy nagysagrenddel
volt nagyobb, mint a kérdéses agonista ECso értéke) jelentdsen deprimalta €s jobbra tolta a

E/c gorbét ugyanazon agonista ,,Intakt” E/c gorbéjéhez képest (11. dbra, B, C és D panel).
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10. abra. Az izolalt tengerimalac bal pitvarok adenozinra adott direkt negativ inotrép
valasza a hat kisérleti csoportban. Az x tengely a koncentracid-hatas gorbék felvétele

crer

az y tengely a kiinduldsi kontrakcids erd szazalékos csokkenését, mint hatdst. Az
nIntakt” (iires szimbolumok) ¢és ,,Torzult” (kitoltott szimbolumok) kifejezések a
csoportok neveiben a késObbi (és nem a jelenlegi) allapotra utalnak. A szimbolumok az
adenozinra adott valaszok csoportatlagat (= SEM) jelzik. A gorbék a csoportatlagokra
illesztett Hill modellt (14. egyenlet) mutatjdk. CPA: N°-cyclopentyladenosine; NECA:
5'-(N-ethylcarboxamido)adenosine; CHA: N°-cyclohexyladenosine.

4.2.3. Tllesztés a szintetikus A; adenozin receptor agonistadk torzult koncentracid-hatas

gorbéire

A regresszio eredményeit két indikatorral jellemeztiik: egyrészt a logcx regresszids
paraméter numerusanak (cx) tavolsagaval a megfeleld cpias-t0l (accuracy), masrészt, ahol

lehetdség nyilt ra, a logex 95%-0s konfidencia intervallumanak szélességével (precision).
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11. abra. Az izolalt tengerimalac bal pitvarok direkt negativ inotrép valasza harom
szintetikus A1 adenozin receptor agonistara a hat kisérleti csoportban. Az x tengely a
az y tengely a kiindulédsi kontrakcios erd szazalékos csokkenését, mint hatast. Az
»Intakt” csoportokba tartozdé pitvarokon (iires szimbolumok) hagyoményos
koncentracio-hatas (E/c) gorbék felvételére keriilt sor, mig a ,,Torzult” csoportokba
sorolt pitvarok (kitolt6tt szimbolumok) a E/c gorbe felvétele elott kaptak egy extra dozist
abbol az agonistabol, amellyel késobb a E/c gorbe fel lett véve. Az ,,Intakt” csoportokat
egyiitt az A panel mutatja, a B, C és D panelen pedig kiilon az egyes szintetikus
agonistak két-két csoportja. A szimbdlumok a szintetikus agonistakra adott valaszok
csoportatlagat (£ SEM) jelzik. A folyamatos vonalak a csoportatlagokra illesztett Hill
modellt (14. egyenlet) jelenitik meg. A vékony szaggatott vonalak a csoportatlagokra
individualisan illesztett RRM modellt (11. egyenlet) mutatjak, mig a vastag szaggatott
vonalak ugyanezt globalis illesztés mellett. A 11. egyenlet egyéb beallitdsai mindkét
esetben robusztus regresszio €s a sulyozas mell6zése voltak (mivel altalanossagban ezek
adtdk a legpontosabb becsléseket). CPA: N°-cyclopentyladenosine; NECA: 5'-(N-
ethylcarboxamido)adenosine; CHA: N°-cyclohexyladenosine.
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Intakt CPA Intakt NECA Intakt CHA
(n=6) (n=17) (n=6)
Ennax (%) 97.4+0.8 97.5+05 94.8+ 1.7
ns ns, ns
logECso —81+0.09 —7.66*: 0.05 —7.;;#1 2,11
n 1.02 £0.05 1.14+£0.07 0.98 +0.03
ns ns, ns

5. tablazat. Az ,Intakt” csoportok szintetikus agonistaval felvett koncentracio-hatas
(E/c) gorbéinek (Id. 11. abra, A panel) Hill paraméterei (szdmtani kozép £ SEM).
Minden szignifikans kiilonbséget feltiintettiink (*: CPA — NECA; #: CPA — CHA; +:
NECA — CHA 06sszehasonlitas). A szimbolumok szdma a statisztikai szignifikancia
szintjét mutatja (1 db: p < 0.05; 2 db: p < 0.01; 3 db: p < 0.001). CPA: N°
cyclopentyladenosine; NECA: 5'-(N-ethylcarboxamido)adenosine; CHA: N°-
cyclohexyladenosine; ns: nem szignifikans.

A cx értekek minden olyan esetben elfogadhat6 becslést adtak a torzitd koncentraciora
(Cvias), amikor az RRM-et stlyozas nélkiil kiviteleztiikk. Ezzel szemben az 1/SD*-tel, de
kiiléndsen az 1/Y2-tel végzett stilyozas dramaian rontotta a becslés pontossagat, sét néhany
esetben egyenesen lehetetlenné tette a gorbeillesztést (6. tablazat). A stlyozas nélkiili
individudlis illesztés hagyomanyos regresszi6 alkalmazéasa mellett sziik 95%-o0s konfidencia
intervallumokat eredményezett. Ugyanez globalis regresszid esetén azonban tag 95%-o0s

konfidencia intervallumokhoz vezetett (6. tablazat).

Vérakozasainkkal ellentétben vizsgalataink soran a globalis regresszid (a 11. egyenlet
egyideji illesztése az Osszetartozo atlagolt Intakt-Torzult E/c gérbékre) nem javitotta az
RRM alkalmazhatosagat. A globalis illesztés, noha gyorsabb és kényelmesebb volt,
pontatlanabb becslést eredményezett, mint a klasszikus individualis illesztés (6. tablazat).
Ezzel 0sszhangban a globalis regresszié inkabb novelte, mintsem csokkentette volna a
gorbeillesztés bizonytalansagat, ami szélesebb 95%-os konfidencia intervallumokban

nyilvanult meg (6. tablazat).

A Lorentz eloszlast feltételezd robusztus regresszido mérsékelten javitotta a becslés
pontossagat a normalis eloszlast feltételezd hagyomanyos regressziohoz képest, kivéve a
globalis és robusztus illesztést a Torzult CHA csoportban (6. tablazat). Az altalunk hasznalt

gorbeillesztd szoftverrel robusztus regresszio esetében nem lehetett stilyozast alkalmazni.
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Individualis,

hagyom#nyos, 8 Torzult CPA Intakt CPA  Torzult NECA Intakt NECA Torzult CHA  Intakt CHA
logcy -6.88 -19107 -6.87 -8.92 -6.45 -52574
95% CI -6.93 — -6.83 széles -6.92 —-6.83 ?--8.32 -6.55 - -6.36 széles
cx (nM) 131.4 0 133.6 1.2 352.7 0
1’;3:;‘;:‘12";’ Torzult CPA  Intakt CPA  Torzult NECA Intakt NECA Torzult CHA  Intakt CHA
b
logcy -6.9 -19107 -6.88 -8.64 -6.47 -5257
¢x (nM) 125.9 0 131.4 2.3 335.8 0
Globalis,
hagyoményos, o Torzult CPA Intakt CPA  Torzult NECA Intakt NECA Torzult CHA  Intakt CHA
logcy -6.84 -7201 -6.77 -35907 -6.39 -9892707770
95% CI széles széles széles széles széles széles
¢x (nM) 145.9 0 170 0 403.7 0
Globalis,
robusztus. o Torzult CPA Intakt CPA  Torzult NECA Intakt NECA Torzult CHA  Intakt CHA
b
logcy -6.85 -7201 -6.82 -35907 -6.36 -9892707770
cx (nM) 142.6 0 153.3 0 439 0
;‘;‘;;V;fn‘g:'ys;s yy» TorzultCPA  Intakt CPA  Torzult NECA Intakt NECA Torzult CHA  Intakt CHA
b
logcy -8.21 -19107 -6.36 -8.51 -317820174071 -52574
95% CI ?—--8.163 széles ?7—--6.34 -8.89 —-8.2 széles széles
¢x (nM) 6.2 0 438.5 3.1 0 0
Globalis,
hagyoményos, 1/Y? Torzult CPA Intakt CPA  Torzult NECA Intakt NECA Torzult CHA  Intakt CHA
logcy -366.5 -7201 -6.146 -35907
95% CI széles széles széles széles - -
cx (nM) 0 0 714.8 0
;‘;‘;;V(:fn‘g:'ysos ysp: TorzultCPA  Intakt CPA  Torzult NECA Intakt NECA Torzult CHA  Intakt CHA
b
logcy -6.9 -42781 -8.66 -6.5 -56039
95% CI -6.99 — -6.82 széles - ?--7.96 -6.77 — -6.26 széles
¢x (nM) 125.7 0 2.2 318.6 0
Globalis,
hagyoményos, 1/SD? Torzult CPA Intakt CPA  Torzult NECA Intakt NECA Torzult CHA  Intakt CHA
logcy -6.87 -1353 -8.26 -22.51
95% CI széles széles - - széles széles
cx (nM) 136.5 0 554.1 3.11-10

6. tablazat. A logcx értékek és a hozzdjuk tartozd 95%-os konfidencia intervallumok
(95% CI), tovabba a cx értékek a hat kisérleti csoportban. @: nem sulyozott; Y: Y (hatés)
érték; SD: standard deviacio; CPA: NS-cyclopentyladenosine; NECA: 5'-(N-
ethylcarboxamido)adenosine; CHA: NS-cyclohexyladenosine; - : az illesztés nem jart

eredménnyel
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Osszefoglalva, a vizsgalt gorbeillesztési moédok és beallitdsok koziil az RRM
pontossagara a legnagyobb hatdst a stlyozds gyakorolta, mig a legkisebbet az adatok
eloszlasara vonatkoz¢d feltételezés (Gauss- vagy Lorentz-féle). Ex vivo vizsgalatunk
adatainak RRM-mel valo elemzése szempontjabdl a legjobb eredményt a stilyozas mell6zése

adta individualis illesztési mod alkalmazasa mellett.

4.2.4. lllesztés a szintetikus A; adenozin receptor agonistak intakt koncentracid-hatas

gorbéire

Az Intakt csoportok E/c gorbéin végzett regresszid egyfajta belsé kontrollként
szolgalt a Torzult csoportokban végzett gorbeillesztéshez. Individudlis regresszi6 soran az
Intakt E/c gorbék a Torzult parjaiktol fliggetleniil keriiltek illesztésre, mig a globalis
regresszio az Intakt-Torzult E/c gérbeparokhoz egy 1épésben adta meg a cx értékeket. Minden
belsd kontroll funkcidju cx igen kis (0 vagy 0-hoz kozeli) értéket mutatott a varakozasnak

megfelelden (6. tablazat).

Mivel a 0-nak nincs logaritmusa, az Intakt E/c gorbékre illesztett 11. egyenlet nem
tudta a legpontosabb értéket megadni, csak kozeliteni azt az egyik iranybdl. Ez
hozzajarulhatott ahhoz az illesztési bizonytalansaghoz (széles 95%-os konfidencia
intervallumok), ami a legtobb Intakt gorbe esetén megfigyelhetd volt. Az ez alol kivételt
jelentd Intakt E/c gorbék viselkedése (pl. az individualis és hagyomanyos illesztés 1/Y>-tel
valo stulyozds mellett az Intakt NECA csoportban) inkabb tiinik véletlennek, mint

szabalyszerlinek (6. tablazat).

Az értekezést megalapoz6 ex vivo vizsgalat soran a jelolt (az értekezés irdjanak)
részvétele mind a kisérletek kivitelezésében (mintegy 50%), mind a kapott eredmények

értelmezésében (mintegy 60%) meghatarozo volt.
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5. Megbeszélés

5.1. In silico kovetkeztetések

A sziv kiilonbozé miikodései szamos megkozelitésbdl modellezhetdek, ideértve in
silico (Hwang és mtsai, 2014; Ai és mtsai, 2019), ex vivo (Romano és Ceci, 2018) és in vivo
lehetdségeket (Garcia-Herrera és Celentano, 2013). A mi in silico munkank a tengerimalac
bal pitvari myocardium adenozin homeosztazisdra és a kontraktilitdis A; adenozinerg
szabalyozasara fokuszalt, hasonléan a munkacsoport egy kordbbi komputer szimulacids
vizsgélatahoz (Zsuga és mtsai, 2017). In silico reprodukaltuk a legutobbi ex vivo munkank
(Erdei és mtsai, 2018) nyolc, CPA-val illetve adenozinnal felvett E/c gorbéjét. Ekdzben négy
szimulacios modellt (és az utolsdhoz két tovabbi varianst) dolgoztunk ki, melyek mindegyike
feltételezések egy komplett rendszerét tartalmazta. A cél annak a modellnek a kifejlesztése

volt, amelyik a legjobban utanozza a korabbi ex vivo eredményeket (I1d. 4. dbra, 1. tablazat).

In silico vizsgalatunk 1. és 2. modellje alapjan levont kovetkeztetéseink fényében
pontositanunk kell a korabbi in silico vizsgélat (Zsuga és mtsai, 2017) néhany megallapitasat.
Munkacsoportunk szdmos korabbi vizsgalata soran tapasztalta az FSCPX+NBTI-kezelt
adenozin E/c gorbék paradox lefutasat a csak NBTI-vel kezelt adenozin E/c gorbékhez
képest, nevezetesen azt, hogy NBTI jelenlétében az irreverzibilis A; receptor antagonista
FSCPX latszolag novelte az adenozin E/c gérbe maximalis véalaszat (Emax) (Kiss és mtsai,
2013; Pak és mtsai, 2014; Erdei és mtsai, 2018). A munkacsoport kordbbi in silico
vizsgélataban (Zsuga és mtsai, 2017) ezt a paradox jelenséget sikeriilt reprodukalni azt
feltételezve, hogy az FSCPX eldkezelés csokkenti az NBTI hatasat mind az endogén, mind
az exogén adenozinra. Amikor ezt a kordbbi eredményt igyekeztek bioldgiai kontextusba
helyezni, elképzelhetdnek tiint, hogy az FSCPX tigy modositja az ENT1-et, hogy az tovabbra
is atengedi az adenozint, de kevésbé lesz gatolhato NBTI-vel. Az 1j in silico modellezés
soran azonban ez a paradox viselkedés igy is el6hivhat6 volt, hogy a maximum helyett egy
valamivel kisebb értékre allitottuk be az operativ modell E;, paraméterét (mint ahogy azt az
1. és 2. modell Osszehasonlitisa mutatja a 7. abran). Ebbdl kovetkezden tehat az
FSCPX+NBTI-kezelt adenozin E/c gorbék paradox lefutdsa a tisztan NBTI-vel kezelt
adenozin E/c gorbékhez képest csak utalhat egy FSCPX és NBTI kozotti interakciora, de

nem bizonyitja azt. Mindazonaltal a korabbi in silico munka (Zsuga és mtsai, 2017) azon
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kovetkeztetése, hogy a probléma tisztdzasdhoz feltétleniil sziikség van egy ex vivo
FSCPX+NBTI-kezelt CPA E/c gorbére (vagyis Ujabb biologiai adatokra), hasznosnak és
eldre vivonek bizonyult. Az ezt kovetd ex vivo vizsgalat (Erdei és mtsai, 2018) ilyen iranyban
kiegészitett protokolljanak koszonhetéen bebizonyosodott, hogy az FSCPX figyelemre méltd

crer

vivo bizonyitékként szolgal az FSCPX ¢és az NBTI interakciodjara (a hatasaik szintjén).

Az agonizmus operativ modelljében az En paraméter a receptormiikodés jelerdsitd
funkcidjanak maximumat fejezi ki, ennélfogva az adott rendszerben elérhetd maximalis
hatast mutatja (Black ¢és Leff, 1983; Giraldo és mtsai, 2002). Annak a (szdmunkra)
meglepden erds hatdsa, hogy az En értéke 100 vagy 100-nal kisebb, azzal lehet
Osszefliggésben, hogy a mi esetiinkben az En = 100 a rendszer jelerdsitdé képességének
abszolit maximuma. Ez azért all fenn, mert a mi eredeti ex vivo E/c gorbéink (1d. 4. abra) a
kiindulasi kontrakcios er6 szazalékos csokkenéseként voltak definialva, a kontrakcios erd
pedig nem lehet kisebb, mint 0 (mivel negativ erejii pitvartevékenységnek nincs bioldgiai

értelme).

A teljesség kedvéért meg kell emliteni, hogy a receptormiikddés operativ modelljét
az utobbi iddben tobb kritika érte néhany, az elméleti megfontolasait és a gorbeillesztési
tulajdonsdgait érintd hidnyossaga miatt. Ezek hatdsa - biraldi szerint - az operativ modell
hasznalataval kapott eredményeket érinti. A hianyossagok egyike, hogy teljes agonistak
esetében az illesztett © (operativ hatékonysag) bizonytalanul hatdrozhatdé meg, ami
bizonytalanna teszi a vele egyiitt meghatarozott Ka értéket is (1d. 5-8. egyenlet). Egy masik,
sokkal inkéabb teoretikus hianyossag, hogy az operativ modell algebrailag - egyszeriisitések
mentén - nem vezethetd vissza olyan egyszeriibb modellekre (mint példaul a Hill egyenlet),
amelyeket egyébként érvényesnek tart €s fel is hasznal a modell (Giraldo és mtsai, 2002;
Buchwald, 2017, 2019, 2020). In silico vizsgalatunkhoz mégis az operativ modellt
valasztottuk E/c gorbéink szimuldldsdhoz, részben altalanos volta és rugalmassaga miatt
(Black és Leff, 1983; Giraldo és mtsai, 2002), de legfképpen azért, mert 1étezik egy olyan
kiterjesztése, ami lehetdvé teszi két agonista ugyanazon receptor populdcion valo egyideji
hatdsanak egzakt leirdsat (Leff és mtsai, 1993). A mért adatok illesztésekor jelentkezd
gyakorlati problémdk a mi elméleti munkank esetében természetesen nem relevansak, a
modellt érintd elméleti problémak viszont elvben befolyasolhattak in silico eredményeinket.
Mivel azonban mi a szimulalt E/c gorbéket a korabbi ex vivo E/c gorbékkel valdo minél

nagyobb alaki hasonlosag elérésére hoztuk létre, vagyis konkrét paramétereiket nem
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elemeztiik, az operativ modell elméleti sajatossdgai vizsgalatunk céljat szerintiink nem

veszélyeztették.

A tovéabbiakban szem elOtt tartva az En, paraméter kitiintetett szerepét az 6sszetett E/c
gorbék viselkedésében (Id. 7. abra, 1. és 2. modell), folytattuk a modellfejlesztést az in silico
vizsgélat soran. A 3. modell azt a forgatokonyvet valdsitotta meg, miszerint nincs interakciod
az FSCPX ¢és az NBTI kozott; a 4. modell abbol indult ki, hogy van ilyen interakcio, és az
csak az endogén A agonista sorsat érinti (mely utobbi a myocardialis interstitiumban
termelddott adenozint szimbolizélja); a 4. modell 2. variansa pedig olyan interakcidt
feltételez, ami mind az endogén, mind az exogén A agonista sorsat befolyasolja (ez utdbbi
felel meg a E/c gorbe felvétele soran beadott adenozinnak). A C agonista X-kezelt és X+NB-
kezelt E/c gorbéinek egymashoz képesti helyzete azt mutatta, hogy a 4. modell és annak 2.
variansa jobban koveti a szimulalt ex vivo E/c gorbék viselkedését, mint a 3. modell (vo. 1.,
8. ¢s 9. abra). Ez az eredmény az FSCPX ¢és az NBTI kozotti interakcio 1étezése mellett szol.
Ezen interakcio részleteibe a kiindulasi 4. modell és a 2 varians dsszehasonlitdsa enged némi
bepillantast. Tekintve az A agonista NB-kezelt ¢s X+NB-kezelt E/c gorbéinek egymashoz
képesti helyzetét, a 4. modell nagyobb hasonldsagot mutatott az eredeti ex vivo rendszerrel,
mint a 4. modell 2. varidnsa (vo. 1., 8. és 9. dbra). Ez azt tdmasztja ald, hogy az FSCPX

elokezelés csak az NBTI endogén adenozinra kifejtett hatdsat gatolja.

Amennyiben hipotézist akarunk megfogalmazni az FSCPX altalunk feltételezett, az
A receptor gatlasan kiviili tulajdonsagarol, elészor azt kell leszogezni, hogy az FSCPX —
szabad formaban — mar nincs jelen a rendszerben, amikor az NBTI belekeriil. (Mint altaldban
az irreverzibilis ligandok alkalmazéasa soran, az FSCPX feleslegét is ki kell mosni a
rendszerbdl egy bizonyos behatési 1d6 elteltével.) Ez alapjan a jellegzetes viselkedésért egy
az FSCPX altal irreverzibilisen modositott endogén molekula Iehet a felelds (és nem példaul
az FSCPX ¢s az NBTI kozvetlen interakcidja). Munkacsoportunk egy kordbbi in silico
vizsgélata sordn azt a feltételezést tette, hogy az FSCPX az NBTI célpontjat, az ENT1-et
modositja (Zsuga és mtsai, 2017). Ennek ellentmond a disszertaciot megalapozé in silico
vizsgalatunk azon eredménye, hogy a 4. modell alapverzidja jobb, mint a 2. varians (ld.

fentebb).

Egy kozelmultbeli ex vivo vizsgalatunkban arra a hipotézisre jutottunk, hogy az
FSCPX gatolhatja az interstitialis adenozin eldallitasaban résztvevé valamelyik enzimet
(esetleg tobbet is) (Erdei €s mtsai, 2018). Ebben az esetben természetesen meg kell tudni

magyarazni, hogy ha az FSCPX géatolja az interstitialis adenozin termelést, akkor ennek miért
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nem lathaté a nyoma a csak FSCPX-kezelt E/c gorbéken (a kontroll gorbékhez képest) (4.
abra). Ennek oka az lehet, hogy az endogén adenozin nyugalmi interstitialis koncentracidja
tul kicsi ahhoz, hogy érdemleges hatast gyakoroljon a kontroll E/c gérbékre (Pak és mtsai,
2015), igy az FSCPX eldkezelés miatti csokkenése is észrevehetetlen maradhat. Ily médon
az FSCPX nyugalmi interstitialis adenozin-szint csokkentd hatdsa csak akkor valik

latvanyossd, ha egy masik behatds viszont ndveli az endogén adenozin interstitialis

crer

Az FSCPX A receptor antagonista tulajdonsagan tuli, els6ként munkacsoportunk
altal felvetett alternativ hatdsmechanizmusa nem tekinthetd tisztazottnak, igy tovabbi
vizsgalatokat igényel. Els6 1épésként érdemes lehet megvizsgalni, vajon az FSCPX képes-e
gatolni ektonukleotiddzokat, leginkdbb az ekto-apirazt (CD39) és/vagy az ekto-5’-
nukleotidazt (CD73). A CD39 ¢és a CD73, amellett, hogy immunolédgiai jelentoségii
lymphocyta sejtfelszini markerek, a myocardialis interstitium adenozin termelésének
legfontosabb enzimei (Fredholm és mtsai, 2001; Burnstock és Pelleg, 2015; Borea és mtsai,
2018). Ezen vizsgalatok megjosolhato nehézsége, hogy mig az ektonukleotidazok (koztiik a
CD39 ¢és CD73 is) membrankd6tott struktirdk (Zimmermann, 2000), akarcsak az A receptor,
tehat ex vivo és in vivo jol megkozelithetdek a lipiddmembranokba beoldddo és ott perzisztald
FSCPX szamadra, addig az enzimaktivitasi tesztek altalaban vizes kdzeget hasznalo in vitro
vizsgalatok, amelyekben az FSCPX sériilékeny lehet vizben valé bomlékonysaga miatt (van

Muijlwijk-Koezen és mtsai, 2001).

In silico vizsgalatunk tovabbi eredménye annak valosziniisitése, hogy az NBTI altali
ENTI1 blokad nem sziinteti meg teljesen a befelé irdnyuld transzmembran adenozin
transzportot a tengerimalac pitvari myocardiumon. Ez a kovetkeztetés a 4. modell
alapvaltozatanak (8. 4bra) és 1. variansanak (9. abra) Gsszevetése alapjan vonhat6 le: az
alapvaltozat jobban megkozeliti a szimulacio altal megcélzott eredeti ex vivo eredményeket
(4. ébra). In silico vizsgalatunk ezen eredménye Osszhangban van azokkal a kisérleti
eredményekkel, melyek szerint a szivben tobbféle nukleozid transzporter is miikodik az
ekvilibrativ és NBTI-szenzitiv ENT1-en kiviil (Dekanski és mtsai, 2004; Pastor-Anglada ¢€s
Pérez-Torras, 2018).

A kérdés alapos korbejarasa érdekében meg kell jegyezni, hogy mind a 4. modell,
mind az 1. varidns tartalmaz egy olyan egyszertsitd feltételezést, ami tisztan az ex vivo CPA
¢s adenozin E/c gorbék megjelenésébdl (pontosabban egymashoz képesti helyzetébdl) indul

ki. Nevezetesen, hogy a két A receptor teljes agonista, a CPA és az adenozin kézott (NBTI
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tavollétében) az egyetlen kiilonbség a(z ezeket érintd) befelé irdnyuld transzport hidnya
(CPA) illetve megléte (adenozin). Ezt a feltételezést arra alapozva tettik meg, hogy a
szintetikus CPA sorsat az adenozinhoz képest joval kevésbé befolyasoljak az adenozint
atalakito, zommel intracellularisan elhelyezkedé enzimek (Pavan és [Jzerman, 1998;
Fredholm ¢és mtsai, 2001). Ebbdl kdvetkezden az ex vivo kisérlet soran a cardiomyocyta
sejtmembranon atjutd CPA mennyisége jelentéktelen az extracellularisan (féleg a preparatum
szervkadbeli tapoldataban) jelenlévé CPA mennyiségéhez képest, mivel a CPA
intracellularisan csak kismértékben eliminalodik, ami alacsony szinten tartja a membranon

keresztiili transzportjat.

Osszefoglalva, in silico vizsgalatunkban az FSCPX (irreverzibilis A; receptor
antagonista) ¢s az NBTI (adenozin transzport gatld) — hatdsaik szintjén megnyilvanuld —
le, hogy tengerimalac bal pitvaron az FSCPX el6kezelés noveli az adenozin E/c gorbe
maximumat, ha NBTTI is jelen van (Kiss €s mtsai, 2013). A disszertacio alapjat képezo in
silico vizsgalatunk szerint ez a paradox interakcid két egyidejl, additiv, de egymastol
fliggetlen okra vezethetd vissza. Az egyik ok az a jelenség, ami az RRM alapjat is képezi,
vagyis hogy az interstitialis adenozin tobblet hatasa az adenozin (hagyoméanyos moddon
felvett) E/c gorbéjére attol fiigg, hogy endogén eredetii-e (ami a E/c gorbe felvétele elott
halmozddott fel), vagy pedig exogén-e (ami a E/c gorbéhez beadott adenozin csokkent
bomlasa miatt maradt vissza): elobbi deprimalja és jobbra tolja, utobbi balra tolja az adenozin
E/c gorbét (Gesztelyi és mtsai, 2004). Ezt az okot a munkacsoport mar kordbban is felvetette
(Kiss és mtsai, 2013). A masik ok pedig az FSCPX ¢és az NBTI hatdsai kozotti interferencia,
amelyet a munkacsoport el0szor in silico eredmények alapjan hozott gyantba (Zsuga ¢€s
mtsai, 2017), majd legutdbbi ex vivo eredményeink alapjan fogalmazott meg pontosabban
(Erdei és mtsai, 2018). A pontositas azt jelentette, hogy mig korabban elképzelhetonek tiint
az NBTT hatasainak 4ltalanos (FSCPX altali) gatlasa, ami egyarant érintette volna az endogén
¢€s az exogén adenozinra kifejtett hatdst (Zsuga és mtsai, 2017), addig késébb az NBTI-nek
mar csak az endogén adenozinra gyakorolt hatasa keriilt okként szoba (Erdei ¢és mtsai, 2018).
A mostani in silico vizsgalat megerdsitette ez utdbbi vizsgalat kovetkeztetéseit, miszerint az

crer

gatolja.
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5.2. Ex vivo kovetkeztetések

Az RRM modellje egy sajatos farmakologiai jelenség egyszeriisitett matematikai
leirasa, amikor is két agonista ugyanazt a hatast valtja ki ugyanabban a biologiai rendszerben
oly modon, hogy egyikiik egy kis id6beli elonnyel valt ki a valaszt, amit a masik agonista
erre raéplld hatdsanak kiértékelésekor figyelmen kiviil hagyunk (ezaltal torzulast okozva)
(Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer ¢s mtsai, 2010a). Az RRM-et eredetileg koncentracio-
meghatdroz6 modszerként fejlesztette ki munkacsoportunk, ami a modell illesztésén alapul.
Az illesztés eldszor a 10. egyenlettel tortént (Gesztelyi és mtsai, 2004; Karsai és mtsai, 2006,
2007), majd az algebrailag ekvivalens, de a regresszid szempontjabol megfelelébb 11.
egyenlet vette at a helyét (Grenczer és mtsai, 2010a, 2010b; Kiss és mtsai, 2013; Pak és mtsai,
2014; Erdei és mtsai, 2018). Az illesztéshez sziikséges bioldgiai (vagy szimulalt) adatok
olyan E/c gorbék, amelyek egy torzitd koncentracio jelenlétében keriiltek felvételre, a cél
pedig ennek a torzitd koncentracionak a kvantifikélasa (a torzitd koncentracidé nélkiili
gorbékre végzett illesztés csak Onellen6rzé funkcioval bir). Az illesztett modellnek
tartalmaznia kell az intakt E/c kapcsolat empirikus (példaul Hill-féle) paramétereit, melyeket
azonos koriilmények kozott, de torzitd koncentracié hidnydban felvett E/c gorbék
szolgaltatjdk. Az RRM Iényeges, szamos lehetOséget rejtd tulajdonsdga, hogy a torzitd
koncentracio agonistaja és a E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonista nem feltétlen kell, hogy
azonos legyen (Gesztelyi és mtsai, 2004; Karsai és mtsai, 2006). Ily moédon az RRM
kvantifikalasara. Ehhez a E/c gorbéket egy hasonld (ugyanazon hatés lehetdleg ugyanazon
mechanizmussal valo kivaltasara képes), de stabil agonistaval kell felvenni ugyanabban a
rendszerben. Megbizhatdsdguk okan az ilyen E/c gdorbék alkalmasak egy az RRM-mel
végzett kvantitativ meghatarozasra. Ebben az esetben (vagyis ha a két agonista kiilonbozik)
az RRM a torzit6 koncentracio kvantifikalasara egy helyettesitd paramétert fog szolgaltatni,
informaciohoz juthatunk, amelyet mas moédszerrel nem, vagy csak nagy nehézségek aran

(dragan vagy koriilményesen) szerezhetnénk meg, mégpedig egy bomlékony agonista

crcr

A receptorok down-regulacidja €s deszenzitizacidja minden receptort (igy az
adenozin receptor csalddot is) érint6 altalanos mechanizmus (Fredholm és mtsai, 2001;

Mundell és Kelly, 2011; Deb és mtsai, 2019). Ez a jelenség kiilondsen lényeges az A
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receptor szempontjabol, mivel a valaszkészségét érintd valtozésok alapvetd protektiv és
regenerativ. miikodéseket befolydsolnak testszerte (Fredholm és mtsai, 2001, 2019;
Burnstock ¢és mtsai, 2010; Burnstock és Pelleg, 2015; Effendi és mtsai, 2020). Ezzel
feltehetden szoros Osszefliggésben az A receptor down-regulacidja és deszenzitizacioja
lassabb folyamat, mint a legtobb més receptoré (Fredholm és mtsai, 2001; Mundell és Kelly,
2011). Ennek koszonhetden az Ai receptor (és természetesen posztreceptorialis jelatviteli
utjai) olyan bioldgiai rendszert képez(nek), amelyben az RRM iddigényessége ellenére
(mintegy 40 perc) sikeresen kivitelezhetd. Ezzel 6sszhangban az RRM els6 alkalmazésa az
endogén adenozin interstitialis felhalmozodasanak megbecslése volt nukleozid transzport
gatld (dipyridamole illetve NBTI) jelenlétében, eu- és hyperthyreoid tengerimalacokbodl
izolalt bal pitvaron (Karsai és mtsai, 2006, 2007; Kiss ¢és mtsai, 2013; Pak és mtsai, 2014;
Erdei és mtsai, 2018). Mivel az adenozinnak igen rovid (masodperces) a felezési ideje az €16
szovetekben (Pavan és [Jzerman, 1998), a meghatarozashoz (a E/c gorbék felvételéhez) CPA-
ra is sziikség volt, melynek féléletideje joval hosszabb (Pavan és 1Jzerman, 1998), kiilondsen
vérmentes ex vivo myocardiumban (Gesztelyi €s mtsai, 2004). Ennek megfelelden a befelé
iranyul6 adenozin transzport gatlasa miatt interstitialisan megjelend tobblet adenozin CPA-

egyenértéke keriilt meghatarozasra a fentebb emlitett vizsgalatok soran.

A késébbiekben az RRM kiaknazhatonak bizonyult mas alkalmazasi teriileteken is.
Egyrészt, az RRM koncepciodja hasznos lehet minden olyan helyzet elemzésekor, amikor egy
agonista akutan akkumulélodik egy szoveti kompartmentben, amely tartalmazza az agonista
valamely receptorat. Ekkor a receptor latszolagos vélaszkészsége megvaltozik (amit
pontosan meghatarozhatunk példaul egy E/c gorbe stabil agonistaval valo felvételével), ami
téves interpretaciora ad lehetdséget, ha a jelenség lényegét nem ismerjiik (vagy nem
utdn a megfeleld receptor latszolagos valaszkészségének valtozasa nem koveti az RRM
modellje altal leirtakat, valamilyen egyéb jelenség fellépésére lehet kovetkeztetni (pl.
receptor szenzitizacid vagy deszenzitizacio, valtozas valamely, az adott agonista szintjét
meghataroz6 enzim vagy transzporter aktivitdsaban). A munkacsoportnak egy ilyen
eseményt sikertilt tetten érnie egy korabbi vizsgélatakor (CPA E/c gorbék elemzése soran),
amikor is az A adenozinerg rendszer jelatviteli hatékonysaganak novekedését tapasztalta
pentostatin altali adenozin dezaminaz gatlas alatt hyperthyreoid tengerimalac pitvaron
(Kemény-Beke ¢és mtsai, 2007). Masrészrol, az RRM altal szolgaltatott adatok

felhasznalhatéak olyan E/c gorbék korrigalasara is, amelyeket egy el6zbleg ismeretlen
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mennyiségben felszaporodott agonista torzitott. (Ennek jelentéségét az adja, hogy ezeket a
torzulasokat altaldban figyelmen kiviil szoktak hagyni, mint olyan hibakat, amelyekkel nem
lehet mit kezdeni.) Az NBTI jelenlétében késziilt, majd korrigalt adenozin E/c gorbék a
munkacsoport néhany korabbi vizsgalatdban lehetévé tették az adenozin negativ inotrop
hatasdhoz tartozd receptor rezerv kvalitativ meghatarozasat eu- ¢és hyperthyreoid
tengerimalac pitvarokon (Kiss és mtsai, 2013; P4k és mtsai, 2014). Megjegyzendd, hogy ezt
a receptor rezervet elézbleg hagyomdanyos modszerekkel nem sikeriilt meghatarozni
(feltehetdleg az adenozin rovid féléletideje miatt) (Gesztelyi és mtsai, 2013), noha a sziv
adenozinerg rendszerét jellemz0 receptor rezerv értékeknek nagy jelentésége van (Dhalla és
mtsai, 2003), akar még diagnosztikus szempontbdl is (Fenouillet és mtsai, 2019). Végiil,
természetesen, az RRM-mel nyert adatok (input adatokként) felhasznalhatdak olyan in silico
vizsgalatokhoz is, melyek célja az RRM (Grenczer és mtsai, 2010a, 2010b) vagy a pitvari

myocardium adenozinerg mechanizmusainak (Zsuga és mtsai, 2017) jobb megismerése.

Fontos — és egyben Onkritikus is — annak megallapitdsa, hogy az Osszes korabbi
vizsgalatban a munkacsoport abbdl a két feltételezésbol indult ki az RRM alkalmazésa soran,
hogy az azonos koncentracidhoz tartozé adatpontok (replikatumok) szordsa normalis
eloszlast kovet, tovabba ez a szoras azonos mértékil a kiilonb6zo koncentraciok esetében. Ez
a megkdzelités azonban kizardlag azon a szakmai kozvélekedésen nyugodott, mely szerint
ez a két feltételezés altalaban igaz a biologiai rendszerekbdl szarmazo (tehat multikauzalis),
nem transzformalt (legfeljebb normalizalt vagy logaritmalt) adatokra (Motulsky ¢és
Christopoulos, 2004; Prism 8 Curve Fitting Guide, 2019; McDonald, 2009). Ex vivo
vizsgélatunk egyik célja tehat ennek a kérdésnek a megnyugtato tisztdzasa volt a mi bioldgiai
rendszeriinkben és kisérleti modszereink alkalmazasa mellett, vagyis annak felderitése, hogy
mas feltételezésekbdl kiindulva javithato-e adatainkon az RRM becsléseinek pontossaga
illetve megbizhatosaga (ezaltal az RRM hasznalhatdsaga). Masik célunk a gorbeillesztés két
modjanak, az individualis és globalis regresszionak az dsszehasonlitdsa volt. Az 0sszetartozo
gorbeparok globalis regresszidjat a klasszikus individudlis illesztés tovabbfejlesztésének
tartjak, ami képes csokkenteni az illesztés bizonytalansagat (Motulsky és Christopoulos,

2004; Prism 8 Curve Fitting Guide, 2019).

Az értekezést megalapozd ex vivo vizsgalat illesztésre szadnt E/c gorbéinek
felvételéhez harom jol bevalt vegyiiletet valasztottunk (NECA, CPA, CHA). A NECA mind
az A1, mind az A> adenozin receptor tipust stimulalja, mig a CPA ¢és a CHA szelektiv

agonistai az A; receptornak (Fredholm és mtsai, 2001; Deb és mtsai, 2019), ami a
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myocardium {6 adenozin receptor tipusa (Endoh, 1999; Fredholm és mtsai, 2001). A NECA,
CPA ¢és CHA, szintetikus vegyiiletek 1évén, 1ényegesen rosszabb szubsztratjai az adenozint
bontd illetve tovabb épitd enzimeknek, valamint a nukleozidok transzportereinek, mint maga
az adenozin (Fredholm ¢és mtsai, 2001; Pavan és [Jzerman, 1998), ezért a veliik készitett E/c
gorbék alkalmasabbak kvantitativ kiértékelésre, mint az adenozin E/c gorbéi (Gesztelyi és
mtsai, 2013). A NECA, a CPA ¢és a CHA altal stimulélt A receptor ugyanakkor valamelyest
eltérd preferenciaval kapcsolodik a sejtmembranban jelen 1évo kiilonb6z6é G proteinekhez
(Verzijl és Ijzerman, 2011), ezért vizsgalatainkat indokoltnak tartottuk mindharom

agonistaval elvégezni.

Ex vivo vizsgalatunk egyik megéllapitasa az, hogy az éltalanosan elfogadott nézet,
mely szerint biologiai kisérletek eredményeinek elemzésekor az adatok normalitasabol és
heteroszkedaszticitasabol érdemes kiindulni, megéllja a helyét a mi ex vivo kisérleti
elrendezésiink altal nydjtott adatok RRM-mel val6 kiértékelése esetén is. Ebbol kovetkezden
az RRM hasznalata sordn az elsdként valasztandd megkdzelités a sulyozas nélkiili
hagyomanyos (ordinary) regresszio. A becslések pontossdga szempontjabol a robusztus
regresszio is jO valasztas (ha a gorbeillesztd szoftverben van ra lehetdség), mi tobb, sokszor
pontosabb eredményt szolgaltat, mint a hagyomanyos illesztés. A hagyoményos regresszio
mellett szdl azonban, hogy a robusztus regresszid a becslésekhez nem ad meg 95%-o0s
konfidencia intervallumot, amellyel a gérbeillesztés precizitasa (€s ezaltal a megbizhatosaga)

megitélhetd lenne (Motulsky €s Christopoulos, 2004; Prism 8 Curve Fitting Guide, 2019).

Ex vivo vizsgalatunk eredményei alapjan ugyanakkor a klasszikus individualis
gorbeillesztés pontosabb és megbizhatobb (noha kevésbé kényelmes) eszkdoze az RRM
kivitelezésének, mint a modernebb globalis regresszio. Ennek a meglepd tapasztalatunknak
a hatterében az allhat, hogy a két 6sszetartozo E/c gorbe koziil az intakt (torzitatlan) gérbéhez
tartozo regresszids paraméternek (logex) nincs definitiv értéke, mivel a per definitionem
varhat6 becslésnek (nulla) nincs logaritmusa. Ez a probléma nem jelentkezik, ha az RRM
kivitelezésekor individualis regressziot alkalmazunk, mivel akkor az intakt E/c gorbére a Hill
egyenletet (14. egyenlet) kell illeszteni, ami a regresszidos paraméterek (Emax, ECso, 1)
szamara megbizhato értékeket biztosit (ezeket kell végiil behelyettesiteni a 11. egyenletbe a
megfeleld torzult E/c gorbe illesztéséhez). Illy mdédon az RRM szadmara az individualis

illesztési mod ajanlhato.
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5.3. Vizsgalataink altalanos kovetkeztetései

PhD munkdm két vizsgalatot foglal magdban. Egyrészt két, eltérd tdmadasponta
adenozin analog, az FSCPX (szelektiv, irreverzibilis A; adenozin receptor antagonista) és az
NBTI (szelektiv nukleozid transzport gatld) interakciojat vizsgaltam korabbi ex vivo kisérleti
adatok komputer szimulaciés reprodukcioja segitségével. A masik vizsgalat soran az RRM
optimalis kivitelezési modjat kerestem egy masik korabbi ex vivo kisérlet adatainak elemzése
révén. A két teriilet kozotti kapcesolatot egyrészt az képezi, hogy az ex vivo adatok ugyanazzal
a metodikaval késziiltek ugyanazon a szdvettipuson (tengerimalac bal pitvari myocardium),

masrészt az, hogy legfontosabb eszkdziink mindkét vizsgalat soran az RRM volt.

Az RRM a (farmakolégiai értelemben vett) receptorok mitkodésének €s az ezt tiikkr6zo
E/c gorbék felvételének sajatossagain alapszik. Mivel a receptorok aktivalasaval kivalthatd
valasz fix nagysagu, a E/c gorbérdl leolvashaté hatds maximuma fligg a receptorok atlagos
aktivaltsagi fokatol a E/c gorbe inditasakor. A teljes valaszadasi kapacitas csak akkor
mutatkozik meg a E/c gorbén, ha a receptorok (€s a mogottes jelatviteli rendszer) aktivalatlan
(nyugalmi) allapotban voltak kozvetleniil a E/c gorbe felvétele elétt. Amennyiben ez nem
teljesiil, a valaszadasi kapacitas latszolagos (a E/c gorbérdl leolvashatd) csokkenése
Osszefliggést mutat a receptorok atlagos aktivaltsagi allapotaval (a E/c gorbe inditasakor). Ez
utobbi viszont annak az agonista koncentraciénak a fliggvénye, ami a E/c gorbe felvétele
elétt mar a rendszerben volt. (A konnyebb matematikai kezelhetdség érdekében
feltételezziik, hogy az eldzetesen jelen 1évo — tehat a torzulast okozd — agonista megegyezik
a E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonistaval.) A fentebb vazolt kapcsolatot fejezi ki a 10.

(és persze a 11.) egyenlet.

Az RRM — egzaktsaga folytan —jol hasznalhatd komputer szimulacids vizsgalatokhoz
(amennyiben természetesen az RRM alkalmazhatosaganak feltételei fennallnak: Gesztelyi és
mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a, 2010b). A jelen disszertaciot megalapoz6 in silico
vizsgalatunk soran az RRM elengedhetetlen volt az NBTI ¢és az FSCPX interakcidjanak
modellezéséhez, mivel az NBTI a fiziologids adenozin homeosztazis felboritasaval
jelentdsen noveli a rendszerben 1évé A receptorok aktivaltsagi allapotat (és torzitja ezaltal
az A receptor agonistaval késébbiekben felveendd E/c gorbét). Maga az NBTI pedig azért
nélkiilozhetetlen az FSCPX altalunk Gjonnan feltételezett hatdsanak vizsgalatdhoz, mert a

fiziologias interstitialis adenozin koncentracio tul kicsi ahhoz, hogy érdemlegesen stimulélja
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a myocardialis A; receptorokat (rendszerlinkben is, 1d.: Pak és mtsai, 2015). Az FSCPX
feltételezett hatasa az interstitialis adenozin termelésre tehat csak ugy érhetd tetten (E/c gérbe
felvételével), ha NBTI-vel elézetesen megnoveljiik az interstitialis adenozin-szintet (vagyis
felerdsitiink minden, az interstitialis adenozin-szintet érintd valtozast). Vizsgalatunkban az

FSCPX interstitialis adenozin termelésre kifejtett gatld hatasat sikertiilt in silico igazolni.

In silico vizsgalat soran természetesen nincs relevancidja, mért biologiai adatok
kiértékelésekor azonban nagy gyakorlati jelentdségii, hogy az RRM egyenletét (11. egyenlet)
milyen beallitasokkal illetve milyen modon illesztjiik. Ex vivo kisérleti adatokra valo6 illesztés
soran teszteltiik a kiilonb6zd technikai lehetdségeket tigy, hogy figyelembe vettiik ezek
matematikai hatterét (feltételeit) is. A konnyli haszndlhatdésag szempontjabol fontos
eredményiink, hogy a szoftveres gorbeillesztés szokdsos alapbeallitasai jol bevaltak az RRM
alkalmazasakor. Sajnalatos ugyanakkor, hogy az RRM kivitelezésének egyszeriisitésére
egyeldre nem taldltuk még meg a megfeleld eljarast, mivel a globalis illesztés mint kényelmes

¢s biztonsagos lehetdség nem valt be (legalabbis az altalunk kiprobalt modon).
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6. Az uj eredmenyek osszefoglalasa

Az értekezést megalapoz6 in silico vizsgalataink sordn egyrészt megallapitottuk,
hogy az agonizmus operativ modelljének E. paramétere (Id. 6-8. egyenlet) a korabbi
elképzeléseinkhez képest meglepd mértékben befolyasolja a mi Gsszetett E/c gorbéink
viselkedését (vagyis azokét, amelyek két agonista szimultan hatasat jelenitik meg ugy, hogy
az egyiket nem vessziik figyelembe). Az En, értékének megfeleld megvalasztasa meg tudja
valtoztatni a szimulalt dsszetett E/c gérbékhez tartozd6 maximalis valaszok sorrendjét, mig
nem befolyasolja a szimulalt egyszert (torzuldsmentes) E/c gérbék maximalis valasz szerinti
sorrendjét. Ezen tilmenden in silico megfigyeléseinkkel megerdsitettilk az FSCPX és az
NBTI hatidsainak a mi kisérleti rendszeriinkben fellépd interakcidjara vonatkozo
hipotézisiinket, melyet néhany korabbi ex vivo vizsgéalatunk eredményei alapjan allitottunk
fel. Hipotézisiink szerint az FSCPX azon tul, hogy kozismert A receptor antagonista,
mérsékelni képes az ENT1 tipust nukleozid transzport gatlé NBTI altal okozott interstitialis
adenozin felhalmozodast. Ennek az interakcionak a mechanizmusara vonatkoz6 in silico
gatolja (az exogén adenozinét pedig nem). Tovabbi in silico eredménylink, hogy az NBTI
feltehetden nem allitja le teljesen a sejtmembranon keresztiili, befel¢ irdnyuld adenozin

transzportot tengerimalac pitvaron.

A jelen disszertaciot megalapozo ex vivo kisérleti munka f6 eredménye, hogy az RRM
legpontosabb becsléseit sulyozas nélkiili individudlis illesztéssel lehet elérni, csaknem
fliggetleniil attol, hogy Gauss eloszlast feltételezé hagyoményos (ordinary) vagy Lorentz
eloszlasra optimalizalt robusztus (robust) regressziot alkalmazunk-e. A megbizhatosag
szempontjabol ugyanakkor érdemesebb hagyomanyos regressziot végezni, mivel csak ennek
révén juthatunk a gorbeillesztés precizitasardl informaldé 95%-os konfidencia
intervallumokhoz (a becslések mell¢). Vizsgalataink azt is megmutattak, hogy az RRM — az
altala nyujtott lehetdségekhez képest — konnyen alkalmazhat6 eljaras, ami nem igényel sem
specialis, nagy kapacitasi gorbeillesztd szoftvert, sem magas szintli ismereteket a

regresszidanalizis teriiletén.
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7. Summary of the findings

On one hand, during the in silico investigations underlying this thesis, we have found
that Em parameter of the operational model of agonism can influence the behavior of our
complex E/c curves (reflecting the net of actions of two agonists while not accounting for
one of them) to an unexpectedly great extent regarding our previous ideas. The appropriate
change of Ey, can alter the rank order of the complex curves regarding the maximal response,
an effect not characteristic of our simple (unbiased) E/c curves (expressing the action of one
agonist in a standard way). Furthermore, we have gained in silico evidence for an interference
between effects of FSCPX and NBTI in our ex vivo experimental setting used in several
earlier studies. This finding extends beyond the well-established A; adenosine receptor
antagonist property of FSCPX, indicating an inhibitory action exerted by FSCPX on the
interstitial adenosine accumulation produced by NBTI, a selective and potent blocker of the
nucleoside transporter type ENT1. Regarding the mechanism of this interference, in silico
evidence has been obtained supporting that FSCPX only inhibits the interstitial accumulation
of endogenous (but not exogenous) adenosine. As an additional result, we have found that

NBTI seems not to completely inhibit the inward adenosine flux in the guinea pig atrium.

On the other hand, the major finding of the ex vivo investigations underlying the
present thesis is that the best estimates of RRM can be obtained via individual fitting without
any weighting, almost irrespectively of the fact of whether ordinary (assuming Gaussian
distribution) or robust (optimized for Lorentzian distribution) regression is chosen. However,
regarding the reliability, it is worthwhile to perform an ordinary regression, as only this
method provides 95% confidence intervals for the best-fit values informing us about
precision of the curve fitting. Accordingly, RRM is a relatively (by comparison to the
possibilities it offers) easy-to-use procedure that requires neither a heavy-duty curve fitting

software nor a high level of knowledge concerning regression analysis.
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