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It is a capital mistake to theorize before one has data. Insensibly one begins to

twist facts to suit theories, instead of theories to suit facts.

Sir Arthur Conan Doyle
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1. Bevezetés és célkituzések

1.1. Epidemioldgiai hattérinformaciok

A 6 életmindség szempontjabol elengedhetetlen a sziv- és érrendszer megfeleld
mikoédése. Ennek hidnyaban megndvekszik az esélye a magasvérnyomas
kialakulasanak, annak minden kovetkezményevel (pl. stroke és szivinfarktus). A
legalacsonyabb jovedelmii orszagokban jelenleg is a fert6zé betegségek felelosek a
legtobb halalesetért, ezzel szemben a kozepes €s magas jovedelemmel bird orszagokban
a kardiovaszkularis betegségek jelentik a leggyakoribb halalokot. Magyarorszagon is a
sziv- €s érrendszeri betegségek csoportja, azon beliil is az ischaemias szivbetegség

képviseli a legnagyobb problémat.

Az érintett betegek ¢életkilatasai és életmindsége egészségtudatosabb életvitellel
javithatok, tehat a magas életszinvonal nem feltétleniil jelent magas kardiovaszkularis
kockazatot. Tovabbi kezelési modkeént (kiilondsen a betegség sulyosabb formainal)
lehetdség van gyogyszeres kezelésre is. Ebbdl a szempontbdl kiilondsen fontos olyan 1;j
vegyiiletek szintézise, melyek a sziv- és érrendszer megbetegedéseit célozzak, illetve
hasznos lehet a mar forgalomban 1év6 farmakonok esetleges cardiovascularis hatdsainak
feltarasa is. A sziv- és érrendszeri betegségek szempontjabol kiemelt jelentdségii
molekula az adenozin, amely képes belsd védé mechanizmusokat aktivalni. Gyakran
kiindulasi vegyiiletként hasznaljak 0j farmakonok fejlesztésénél, melyek alkalmasak

lehetnek bizonyos kardiovaszkularis betegségek kezelésére.

1.2. Az adenozin és az adenozinerg transzmisszio

Az adenozin adeninbdl és ribozbol felépiild purin nukleozid. Mivel az ATP
(adenozin-5’-trifoszfat) metabolitja is, megkeriilhetetlen résztvevdje a szervezet
energiaforgalmanak. Az ATP nélkiilozhetetlen a nagy energiaigényti folyamatokhoz,
mint példaul a sejtek mozgésa, az aktiv transzportok tObbsége vagy az ingerlékeny sejtek
membranpotencialja. Az adenozin tehdt fontos jelzdje a szervezet energetikai
allapotanak, a szoveti adenozin koncentracido ndvekedése ugyanis a sejtek kimertilésére

utal. Fiziologids korilmények kozott is folytonosan képzddik, de csak kis



mennyiségben. Mindezek magyarazzak, hogy az adenozin egy sajat receptorcsalad

endogén agonistdja.

Az adenozin receptorcsalad a purinerg receptorok egyik csoportja, melyen beliil
négy (al)tipust kiilonboztetiink meg: A1, Aza, A2s és As. Az adenozin receptorok

mindegyike G fehérje kapcsolt €s hét transzmembran doménnal rendelkezik.

Az adenozin A; tipusi receptoran (A1 receptor) keresztiil szamos protektiv hatast
medidl, melyeknek a sziven részét képezik a negativ trop (inotrop, chronotrop,
dromotrop ¢és bathmotrop) hatasok. A klinikumban az adenozin elsdsorban
antiarrhythmias szerként szerepel, de gyors eliminicidja miatt (biztonsdgossaga
ellenére) nem alkalmazzak széleskorlien. A szintetikus A1 receptor agonistak kozos
jellemzdje, hogy az adenozinndl stabilabb vegyiiletek, igy jobban ellendllnak az
adenozin metabolizmusdban résztvevd enzimeknek és hosszabb felezési idejiiek. A
gyogyszerjeloltként kiprobalt szintetikus A1 receptor agonistaktodl azt varjak, hogy az
adenozin altal kivalthato protektiv és regenerativ folyamatokat erételjesebben inditsak
el, mikdzben mellékhatasaik maradjanak jol kezelhetd szinten. A kiilonb6zd A1 receptor
agonistak fejlesztése jelentds potencialt hordoz (talan tilsdgosan is) széleskorii terapias
lehetdségeivel, példaul antiischaemids, antiarrhythmids, analgesztikus, antidiabetikus,
neuroprotektiv, gyulladascsokkentd, antifibrotikus, immunomoduldns, antiproliferativ
¢s antiviralis szerként. Tovabbi k6z6s vondsuk, hogy koncentracio-hatas (E/c) gorbéik
az adenozinéhoz képest jellemzden balra toltak (lassubb elimindcidjuk miatt) és igy

hasznalatukkal megbizhatobb adatokat lehet kapni az A1 receptor miikodésérol.

Kisérleteink sordn tobb, biologiailag stabil adenozin analdégot hasznaltunk. A
CPX (8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine) a teofillinhez hasonld szerkezetii, de
szelektiv A1 receptor antagonista. Kotddése reverzibilis és ortoszterikus, igy kompetitiv
antagonista. A CPA (N®8-cyclopentyladenosine) szelektiv és teljes (full) Ax receptor
agonista. Ez az analdg purinvazas és hosszu felezési ideji, tovabba gyakran kiindulasi
vegyiilete a cardiovascularis terapids céllal fejlesztett A1 receptor agonistdknak. Nagyon
hasonlé hozza CHA (N°®-cyclohexyladenosine), ami szintén szelektiv és (majdnem)
teljes agonista, viszont kiemelked6en ellenall az enzimatikus bontasnak (igen nagy
felezési idejii). Hasznaltunk még NECA-t (5'-N-ethylcarboxamidoadenosine) is, ami

hosszu felezési idejii, purinvazas, A1 és A receptor agonista.

Egyik vizsgalatunk kozéppontjaban a hipoxantin-triciklané allt, melyet a
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szintetizaltak. A hipoxantin-tricikland olyan adenozin analdég, melyben az adenint
hipoxantin, a ribozt pedig egy morfolindbol kiindulo, kondenzalt triciklusos
molekularész helyettesiti. A molekulat eredetileg antiviralis szerként vizsgaltak,

cardiovascularis hatasai korabban ismeretlenek voltak.

1.3. A pitvari myocardium, mint Kisérleti rendszer

A szivizom anatomiai €s funkcionalis szempontbdl két részre oszthato: a
supraventricularis (pitvari) €és a kamrai myocardiumra. A pitvari myocardiumon az
adenozin, akarcsak az acetilkolin, 1ényegesen erdsebb negativ trop hatdsokat képes
kivaltani, mint a kamrai szivizmon. Ennek hatterében az A; tipust adenozin receptorok
¢s az M altipust muszkarinos acetilkolin receptorok nagyobb siirlisége ¢s gazdagabb
posztreceptorialis jelatvitele all a pitvarokon. Az Ai receptor és az M2 receptor negativ
trop hatdsai két fO szignalizacids utvonalon keresztiil érvényesiilnek: a muszkarin
aktivalta K csatorna nyitasa és az adenilciklaz enzim gatlasa. A muszkarin aktivalta K*
csatorna az un. GIRK (G protein-coupled inwardly rectifying potassium channels) tagja,
ami dontden a pitvari myocardiumban taladlhaté (kamran csak elvétve), az adenilciklaz

enzim ugyanakkor a legtobb szovetben el6fordul, igy a szivizomban is.

Az A: receptor stimuldcidja a kamrai szivizomban a nyugalmi szintig redukalja
az adenilciklaz miikodését, ezaltal a kontrakcids erd is a nyugalmi értékre all vissza
(indirekt negativ inotrop hatas). A pitvari myocardiumban azonban az Ai receptor
aktivacidja a nyugalmi szint ald tudja csokkenteni az inotrop funkciot (direkt negativ
inotrop hatas), amit altaldban a muszkarin aktivalta K* csatorna mikodésének
tulajdonitanak. Vizsgélataink soran az adenilciklaz enzimet elézetesen sosem

stimulaltuk, tehat mindig az A1 receptor direkt negativ inotrop mitkodését detektaltuk.

Ez a kisérleti elrendezés azért elonyds, mert az Ai receptor a nyugalmi
kontraktilitds €és chronotropia csokkentésével az izolalt pitvari myocardiumon jol
reprodukalhato és — altaldban — kiemelkedden kis szorast, tehat megbizhaté adatok
gyljtésére nyujt lehetdséget. Az izolalt, ingerelt bal pitvar kiilondsen alkalmas
megbizhat6 adatok generalasara, hiszen ez a preparatum — akut médon — nem is nagyon
képes massal reagélni az 6t ért behatdsokra (pl. az A1 receptor fel6l), mint kontrakcids

erejének valtoztatdsaval. Ez a kisérleti elrendezés tehat alkalmas olyan vizsgélatok



kivitelezésére is, ahol a pontatlansagra érzékeny kvantitativ elemzésre, példaul

regresszidanalizisre (gorbeillesztésre) sor keriil.

A jelen PhD munkat megalapozé két vizsgalatunk mindegyike ilyen kisérleti
rendszerben késziilt. EX vivo vizsgalatunk soran az inotrop és a chronotrop hatasokat is
mértiik, ekkor az adatok pontossaganak abban volt jelentdsége, hogy kis hatdsokat is
tudjunk differencialni. In silico vizsgalatunkban ugyanakkor regresszidanalizist
végeztlink, ezért ide olyan pontossagu és megbizhatosagli adatok kellettek, amelyeket

az izolalt, ingerelt bal pitvar tud biztositani.

1.4. A Hill egyenlet és a receptorialis valaszkészség modszer (RRM)

A Hill egyenlet volt az els6 kvantitativ receptormiikddési modell, melyet ma is
hasznalnak ligandkotési és E/c gorbék adatainak kiértékeléséhez. A Hill egyenlet
segitségevel végzett regresszidanalizis kétvaltozos (loge, E), haromparaméteres (Emax,
ECso vagy lI0gECso, n) és nemlinearis (ugyanis nem az y = a-x + b képletet kdveti). A
Hill egyenlet elénye, hogy nagy mérési vagy a bioldgiai variabilitasbol eredd hibaval

terhelt y adatok mellett is jo becslések végezhetdek vele.

Az RRM alapegyenlete leirja a kapcsolatot a torzult hatas (melyet csokkent
valaszkészségli, ,torzult” bioldgiai rendszerben mérhetiink bizonyos korilmények
kozott) €s a hozza tartozd intakt hatas (amit ugyanazon rendszer intakt valaszkészségii
allapotaban mérhetiink) kozott. Ezt az 6sszefiiggést magéban foglalva az RRM modellje
logaritmusat) és a csokkent valaszkészség okat, amit torzitdé koncentracidoként (cx, vagy
ennek logaritmusa: logcx) kezel. Az RRM modellje tartalmazza a receptorfunkcio egy
kvantitativ modelljét is, ami altal annak paramétereit is hasznélja. Ez a receptorfunkcios

modell legtobbszor a Hill egyenlet.

Az RRM leggyakoribb felhasznilasa az RRM modelljének a torzult E/c gorbére
valo illesztése, amihez sziikség van az intakt E/c gorbére (illetve annak jellemzd
adataira). Az RRM modellel végzett regresszidanalizis kétvaltozés (loge, E’),
négyparaméteres (Emax, ECso Vagy l0gECso, N, cx vagy logcx) és nemlinearis. Ha a Hill-
féle paramétereket 4allandd értéken rogzitjik, az RRM modell illesztése

egyparaméteressé (Cx vagy logcy) valik.



1.5. Célkitiuzéseim

A hipoxantin-triciklan6 ex vivo vizsgalatakor a cél annak feltarasa volt, hogy a
molekula hatassal van-e a pitvari kontraktilitasra és chronotrop mikodésre, tovabba

esetleges hatasait az A1 receptorhoz kotédve fejti-e Ki.

Az RRM in silico vizsgalata soran az egyik cél az volt, hogy megvizsgaljuk, az
RRM modell (cx-szel valo osztassal jard) egyszerisitésével javithatok-e a kapott
eredmények. A kovetkezd cél annak feltarasa volt, hogy az RRM modelljében a cx vagy
a logcx alkalmazasa-e a célravezetébb. Tovabbi kérdésként felvetettiik, hogy a cx illetve
a logcx paraméter individualis, egymodelles globalis vagy kétmodelles globalis
regresszioval ad-e pontosabb illetve megbizhatobb eredményt, valamint hogy melyik
eljaras hasznalhat6 kényelmesebben. Célul tliztiik ki annak tisztdzasat is, hogy az E/c
gorbecsaladok (egy intakt E/c gorbe plusz tobb hozza tartozé torzult E/c gorbe) esetében
az 0sszes gorbére egyszerre torténd illesztés-e a jobb, vagy a paronkénti (egy intakt E/c
gorbe plusz egy torzult E/c gorbe) illesztés. Mindemellett megvizsgaltuk, miként
befolyasolja az RRM eredményeit, ha tekintettel vagyunk az E/c gorbe adatok

szorasanak eloszlasara is.



2. Anyagok és modszerek

2.1. Exvivo modszerek

2.1.1. Vegyszerek és oldatok

Vizsgalataink soran a kovetkez6 vegyszerek alkalmaztuk: hipoxantin-tricikland
(adenozin analdg), melyet a Debreceni Egyetem, Gyogyszerésztudomanyi Kar,
Gyogyszerészi Kémia Tanszéken allitottak eld; tovabba adenozin (nem szelektiv,
reverzibilis adenozin receptor agonista) és CPX (8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine;
reverzibilis, szelektiv A1 adenozin receptor antagonista), melyeket a Sigma-tol (St.
Louis, MO, USA) vasaroltunk. A szervkadak feltoltésére, tovabba az adenozin és a
hipoxantin-triciklan6 torzsoldatok higitasara 36 °C-os, moédositott Krebs-Henseleit
puffert (Krebs oldat) hasznaltunk. A CPX oldoszere dimetil-szulfoxid (DMSO) volt.

2.1.2. Allatok és prepardtumok

Kisérleteinkhez him, 400-500 g testtomegli Wistar patkanyokat hasznaltunk. Az
allatok tartasa, feldolgozasa, illetve a protokollok kivitelezése megfelelt a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak Etikai Kodexe altal tamasztott
kovetelményeknek és a vonatkozd Eurdpai Unios eldirasoknak (etikai engedély szdma:
25/2013 DEMARB és 5/2020 DEMAB).

A patkanyokat dekapitaltuk, a mellkasfal eliils részét megnyitottuk, majd a
szivet a csticsdnal fogva megemeltiik, kivagtuk és 4-5 °C-os Krebs oldatba helyeztiik,
melyet elétte 10 percen keresztiil karbogénnel (95% O és 5% CO2 elegye)
buborékoltattunk. A sziv ledlldsat kovetden elséként a bal pitvari fiilcsét vagtuk le (a
tovabbiakban: bal pitvar). Ezutan kovetkezett a maradék supraventricularis szovet (a bal
pitvar fiilcsén kiviili része és a teljes jobb pitvar) levagdsa, melyrél 6vatosan

eltavolitottuk a nagyerek maradvanyait (a tovadbbiakban: jobb pitvar).

A pitvarokat 10 ml-es, karbogénnel szelldztetett Krebs oldattal toltott, vertikalis
allast szervkadakban (TSZ-04, Experimetria, Budapest) fiiggesztettiik fel (36 °C, pH
7,4). A fiilcsék csucsat fonallal a teflon szervtartd alsé részéhez rogzitettiilk, majd a

szervtartot a szervkadba helyeztiik. Végiil a flilcse azon pontjat, amely a legtavolabb



volt a fiilcse csucsatol, fonallal egy transzducer (SD-01, Experimetria, Budapest)

karjahoz rogzitettiik.

A felkotést kovetden a bal pitvarokat platinaelektrodon keresztiil pontszeriien
ingereltiik programozhat6 stimulator (ST-02, Experimetria, Budapest) és erdsitd (PST-
02, Experimetria, Budapest) alkalmazasaval (3 Hz frekvencian, 1 ms
impulzusszélességgel és 1-1,5 V fesziiltséggel). A jobb pitvarok esetén kiilon ingerlésre

nem volt sziikség, mivel spontan mikodtek.

A pitvarok kontrakcios erejét az izometrids 0sszehtizodasok amplitidojaval
jellemeztiik, melyet a transzducer alakitott elektromos jellé, jelerdsité (SG-01D,
Experimetria, Budapest) novelt, majd héérzékeny papirra rogzitd hdirdkaros poligraf
(R-61 6CH, Medicor, Budapest) alakitott vissza tavolsagga. A pitvarokat 10 mN
nyugalmi fesziilésre allitottuk be, melyet — sziikség esetén — minden mosasi idészak

végeén visszaallitottunk.

2.1.3. Protokollok és csoportok

A pitvarok felkotését kovetden eldszor 45 perces inkubacios idészak kezdddott
Krebs oldatban. Ezutan felvettiik az elsé kumulativ E/c gorbét adenozinnal (1 nM - 1
mM; ,,Ado gorbe”), majd Krebs oldattal 15 perces mosas kovetkezett. Innentdl a két
protokollt (P1, P2) kiilonb6zé mddon folytattuk.

A P1 protokoll (n=14) soran ezt kovetden kumulativ E/c gorbét vettiink fel a
pitvarokon hipoxantin-triciklanéval (1 nM - 300 uM; ,,HT gorbe”), majd mosas nélkiil
adenozinnal kumulativ E/c gorbét vettiink fel (1 nM - 1 mM; ,,Ado+HT gorbe™).

A P2 protokoll (n=10) soran viszont a pitvarokhoz 10 uM CPX-et adtunk, majd
10 perc mulva (mosas nélkiil) egy masodik adenozin E/c gorbét vettiik fel (1 nM - 1
mM; ,,Ado+CPX gorbe”). Ezutan 10 perces mosas kovetkezett Krebs oldattal, amelyet
10 perc tjabb inkubécio kovetett 10 uM CPX jelenlétében, majd kumulativ E/c gorbét
vettiink fel hipoxantin-triciklanéval (1 nM - 300 uM; ,,HT+CPX gorbe”).



2.1.4. Az E/c gorbék kiertékelése

Az inotropia meghatarozasakor a stirlin egymas mellé regisztralt 6sszehtizédasok
also és a fels6 burkologorbéjének tavolsagat mertiik le a megfeleld helyeken. A
kontrakcios erd valtozasat a kiindulasi értékhez viszonyitottuk és szazalékos formaban

fejeztiik ki, mint inotrop hatast.

A chronotropia meghatarozasakor elsOként az Osszehuzodasok szamat
szamitottuk ki. Az 0Osszehuzodasok szamanak valtozasat a kiinduldsi értékhez

viszonyitottuk és szazalékos formaban fejeztiik ki, mint chronotrop hatast.

2.2. Insilico médszerek
2.2.1. Elemzett adatok

Az in silico vizsgalatunkban elemzett E/c gorbéket a munkacsoport két korabbi
ex Vivo vizsgalata soran vették fel izolalt, ingerelt tengerimalac bal pitvaron. Az E/c
gorbék parok (egy intakt E/c gorbe plusz egy torzult E/c gorbe) vagy csaladok (egy
intakt E/c gorbe plusz harom torzult E/c gorbe) voltak. Az E/c gorbéket az RRM-mel
yjraértékeltiik oly modon, hogy a kiilonbozo regresszios lehetdségeket kombinaltunk és

kerestiik koziiliik a legpontosabbat, a legprecizebbet és a legkonnyebben hasznalhatot.

Az intakt E/c gorbéket stabil (hosszu felezési idejill), szintetikus A1 receptor
agonistakkal (CPA, NECA vagy CHA) vettiik fel ugy, hogy az E/c gorbe felvételét nem
elézte meg adenozin receptor agonista hasznalata. A torzult E/c gorbék esetében is az
elébbi agonistikat hasznaltunk, de nem sokkal az E/c gorbe felvétele eldtt a
késdbbiekben hasznalt agonista egy ismert dozisat juttattuk a szervkadba (az E/c gorbék
felvétele azutan kezdddott, hogy az extra agonista koncentracid hatasa teljesen

kifejlodott). A kiértékelés soran figyelmen kiviil hagytuk az agonista els6ként beadott

s

2.2.2. Regresszios modellek

Az intakt E/c gorbék jellemzésére a Hill egyenlet gorbeillesztésre optimalizalt

formdjat hasznaltuk:



_ Ermax
1 + 10m og ECso—log )
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alaptl) logaritmusa; E: a kivaltott hatas; Emax: @ maximalis hatas; l0ogECso: a maximalis
hatas felét kivalto (,,félhatasos”) agonista koncentracio logaritmusa; n: a Hill koefficiens
(meredekségi tényezd). A fenti Hill modell az intakt E/c gorbéket harom paraméterrel
jellemezte: Emax, I0gECso és n.

Az RRM modellnek harom, algebrailag egyenértékii formajat illesztettiik:

(¢, + 10%96)"
100 - (100 — Epax * X : )
, 10logcyn 10mlogECs
E' =100 — (cx + cn) * -
100 — Eppgy - X

an + 10n-logEC50

Az 1. RRM modell, ami relative bonyolult (nincs benne osztas cx-el) és cx-et

tartalmaz, mint paramétert.

E
E’ 100 - 100 - <100 - 1+ 10n.(logEC‘rST:)a_xlog(cx+1ologc)))

Emax
100 — 1 + 10 (log ECso—log(cx))

A 2. RRM modell, ami egyszerusitett (cx-el valo osztas révén) €s cx-et tartalmaz,

mint paramétert.

E
E' =100 0 <100 1+ 10”'(“’9ECsoﬁgg(lol"ng+1ologf)))

Emax
100 - 1+ 10n-(log ECso—log cx)

A 3. RRM modell, ami egyszertsitett (cx-el vald osztds révén) és logcx-et
tartalmaz, mint paramétert. Az RRM modell valtozoi és paraméterei: logc: a torzult E/c
Emax, 10gECs0 és n: a torzult E/c gorbéhez tartozo intakt E/c gorbét jellemzé Hill
paraméterek; cx (ill. logcy): a torzult E/c gorbe felvételéhez hasznalt agonista azon
koncentracioja (ill. annak logaritmusa), ami ekvieffektiv a torzitd (elséként beadott és

figyelmen kiviil hagyott) koncentracioval. Mivel itt a torzit6 (figyelmen kiviil hagyott)



¢s a torzult E/c gorbe felvételéhez hasznalt (figyelembe vett) agonista azonos volt, a cx

kozvetlentl a torzitd koncentraciot becsli.

A harom RRM modellt individudlis, egymodelles globalis illetve kétmodelles

globalis illesztéssel is hasznaltuk mind az intakt, mind a torzult E/c gorbékre.

E/c gorbecsalad (vagyis amikor egynél tobb torzult E/c gorbe tartozott egy intakt
E/c gorbéhez) globalis regresszidjakor egyszerre is illesztettiik az 6sszes Osszetartozo
E/c gorbét (,,mindet-egyszerre illesztés™), illetve paronként is illesztettiik az intakt E/c
gorbét egy-egy hozza tartozo torzult E/c gorbével. Az egyszerliség kedvéért a

gorbecsaladok illesztésének vizsgalatdhoz csak a 3. RRM modellt hasznaltuk.

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

modon is.

2.3. Adatelemzés

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

Az ex vivo adatok eloszlasanak normalitasat D'Agostino-Pearson és Shapiro-
Wilk teszttel vizsgéltuk. Két, normalis eloszlasti adathalmazt parositatlan t teszttel
hasonlitottunk 6ssze (ha az F teszt szignifikdnsan eltérdé variancidkat mutatott, Welch
korrekcid mellett). Két, nem normalis eloszlast mutatd adathalmaz 6sszehasonlitasahoz
Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk. Kettonél tobb, normalis eloszlasi adathalmazt
egyszemponti ANOV A-val és Tukey poszt-teszttel hasonlitottunk 6ssze. Kettdnél tobb,
nem normalis eloszlasu adathalmazhoz Kruskal-Wallis tesztet és Dunn poszt-tesztet

hasznaltunk.

Az in silico vizsgalat soran az RRM pontossagat a meghatarozott torzitd

koncentrécio értékek (cx) €s az ismert torzité koncentracid értékek kiilonbsége mutatta.

Az RRM precizitasat a regresszi6 altal kozvetleniil szolgaltatott logcx illetve cx
értekek  95%-os konfidencia intervalluménak szélességével jellemeztik. A
gorbeillesztés és az E/c goOrbe adatok precizitdsit a 95%-os megbizhatosagi

(konfidencia) és eldrejelzési (predikcids) savok szélessége jellemezte a regresszios
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fliggvény koriil.

A 95%e-0s konfidencia intervallumok altal nyujtott tovabbi informacio a
kozvetleniil meghatarozott logex illetve cx értékek ezeken beliili pozicidja volt. Ha a
95%-0s konfidencia intervallum szimmetrikus (vagy ahhoz kozeli) volt, akkor az

illesztett modell parametrizacidjat megfeleldnek tekinthettiik.
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3. Eredmények

3.1. Exvivo eredmények
3.1.1. Inotrop hatdsok

Az adenozin erds negativ inotrop hatast valtott ki a bal és a jobb pitvarokon

egyarant, melyek nem kiilonboztek szignifikdnsan egymastol.

A reverzibilis A1 receptor antagonista CPX jelenlétében az adenozin Kisebb
koncentracidira adott inotrop valaszok szignifikansan kisebbek volt, mint a nativ

valaszok. A CPX blokad azonban 1 mM adenozinnal attorhetd volt.

A hipoxantin-triciklan6 (az adenozin hatasatél markansan eltéréen) mérsékelt
pozitiv inotrop hatast valtott ki a bal ¢és a jobb pitvaron egyarant (melyek nem
kiilonboztek egymastdl szignifikansan). A hipoxantin-triciklan6é hatasdnak nagysaga
ugyanakkor az egyes pitvarok szintjén valtozatos volt, amit az adenozinhoz képesti
nagyobb szords mutatott (mind a jobb, mind a bal pitvarokon). Ahogy az adenozin
esetében 1s, itt is mérsékelte a hipoxantin-triciklan6 hatasat, ha CPX is jelen volt a
rendszerben. Ez a gatlo hatds azonban nem bizonyult szignifikdnsnak, melynek oka

lehetett az E/c adatok nagyobb szorasa is.

A kb. 411 pM hipoxantin-triciklano jelenlétében felvett adenozin E/c gorbe
(Ado+HT gorbe) a bal pitvaron 1 mM adenozin koncentracional szignifikansan
kiilonbozott a nativ adenozin E/c gorbétdl (Ado gorbe), méghozza gy, hogy az

Ado+HT gorbe adott nagyobb negativ inotrop valaszt mutatott.

3.1.2. Chronotrop hatdsok

Az inotropidhoz hasonld6 mddon alakult a chronotrop vélasz is. Adenozin
markans negativ chronotrop valaszt valtott ki a spontdn miitkodod jobb pitvarokon, ami a
negativ inotrop valaszhoz képest kisebb adenozin koncentracidknal gyengébb volt,

késobb viszont felerdosodott.

A CPX jelentdsen csokkentette az adenozin kivaltotta negativ chronotrop hatast.
A hipoxantin-triciklano gyenge pozitiv chronotrop hatast valtott ki a jobb pitvaron, ami

szignifikdnsan kiilonbozott az adenozin negativ chronotrop hatasatol. A hipoxantin-
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triciklano hatasat valamelyest csokkentette a CPX, ez viszont statisztikailag nem volt
szignifikans. Az adenozin chronotrop hatdsat nem valtoztatta meg jelentdsen, ha 411

uM hipoxantin-tricikland is jelen volt.

3.2. Insilico eredmények
3.2.1. Bonyolultabb vs. egyszeriibb RRM modellek

A 3. RRM modell (egyszeri és logcx-et tartalmaz) szolgaltatta a legjobb
eredményeket, a 2. RRM modell (egyszerli, de cx-et tartalmaz) ennél rosszabbnak
bizonyult, mig a leggyengébb eredményeket az 1. RRM modell (bonyolult és cx-et
tartalmaz) adta. Az algebrai egyszeriiség elényét az 1. és a 2. RRM modell

O0sszehasonlitasa mutatta.

3.2.2. Logcy vs. cx az RRM modellben

A torzitd koncentracidé meghatarozasat célzd6 cx logaritmusként vald
szerepeltetése az RRM modelljében (logex) jobb eredményeket biztositott, mint a cx

maga. A logaritmikus forma eldnyét a 2. és a 3. RRM modell 6sszehasonlitdsa mutatta.

3.2.3. Individualis vs. egymodelles globalis vs. kétmodelles globalis illesztés

A legkoriilményesebb kivitelezésti individualis regresszio volt a legpontosabb,
ezt szorosan kovette a kdzepesen kényelmes kétmodelles globalis regresszid, majd a
konnyen végrehajthato egymodelles globalis regresszio. A kétmodelles globalis illesztés
volt ugyanakkor a legprecizebb, ezt szorosan kovette az individualis regresszio és csak

tavolrdl az egymodelles globalis illesztés.

3.2.4. Mindet-egyszerre tipusu vs. paronkénti illesztés (E/c gorbecsalad esetében)

Egynél tobb torzult E/c gorbe (és természetesen az elmaradhatatlan nativ E/c
gorbe) egyszerre torténd illesztése szerencsés esetben ugyanolyan, kevésbé szerencsés

esetben rosszabb, akar 1ényegesen rosszabb eredményekre vezetett, mint a paronkénti
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regresszid, amikor csak egy torzult E/c gorbét illesztettiink egyszerre egy nativ E/c
gorbével. Ily moédon bar a mindet-egyszerre tipusu illesztés kényelmesebb volt, de

sokszor kevésbé volt pontos és preciz is, mint a paronkénti illesztés.

3.2.5. Hagyomdnyos (ordinary least-squares) vs. robusztus illesztés

A regresszio hagyomanyos vagy robusztus modja alig befolyasolta a pontossagot
¢s egyaltalan nem érintette az illesztés kényelmét. A precizitasra valo hatast nem lehetett
megitélni, mivel robusztus regresszio esetén a gorbeillesztd szoftver nem hatarozott meg

konfidencia intervallumokat, valamint konfidencia és elérejelzési savokat.
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4. Megbeszélés

4.1. Exvivo kovetkeztetések

A jelen értekezést megalapozo ex vivo vizsgalatunk célja az volt, hogy feltarjuk
a hipoxantin-triciklan6 potencialis inotrop €s chronotrop hatasait patkany bal és jobb
pitvaron. Eredményeink alapjan a hipoxantin-triciklan6 gyenge pozitiv inotrop és még
gyengébb pozitiv chronotrop hatdssal rendelkezik. A szelektiv, ortosztérikus ¢és
reverzibilis A1 receptor antagonista CPX-el mind a pozitiv inotrop, mind a pozitiv
chronotrop hatést gatolhato volt, azonban mivel a relative kis hatasokhoz jelentds szoras

tarsult, a gatlas nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét.

Mivel egy receptor ortosztérikus kotohelyéhez valod kapcsolodas révén kifejtett
hatds legfontosabb farmakoldgiai bizonyitéka az adott hatasnak egy szelektiv,
ortoszterikus antagonistaval valo gatolhatosdga, nem allithatjuk teljes bizonyossaggal,
hogy a hipoxantin-triciklané pozitiv trop hatasait az A1 receptor ortosztérikus
kotohelyéhez kotddve valtja ki. Amennyiben mégis igy van, a hipoxantin-triciklano az
A1 receptor ortosztérikus inverz agonistdja (mivel az endogén agonista adenozin negativ

trop hatasokat medial).

Az A1 receptor inverz agonizmusa egyébként ritkan megfigyelt jelenség. Amikor
eddig egy A1 receptor ligand esetében inverz agonista viselkedést tapasztaltak, az
jellemzben gyenge hatasokat foglalt magaba. Mas receptorok esetében is relative késon
azonositottak azok inverz agonistait, mivel ezeket sok kisérleti rendszerben nehéz

elkiiloniteni az antagonistaktol.

A hipoxantin-triciklano jelenlétében felvett adenozin E/c gorbék hasonlé lefutést
mutattak, mint az onmagukban felvett adenozin E/c gorbek. Feltételezve, hogy a
hipoxantin-triciklané  altalunk megfigyelt hatdsait az A: receptor medialja,
valoszintisithetjiik, hogy szdmottevéen kisebb affinitdssal képes kotédni az Ax
receptorhoz, mint az adenozin, ezért konnyen leszorithat6 a receptorrol. Kiemelendd
tovabba, hogy a hipoxantin-triciklano valamelyest fokozta az adenozin negativ inotrop
hatdsat (ami a bal pitvaron statisztikailag is szignifikdns volt). Ezt a jelenséget
végiggondolva logikusan adodik, hogy a pozitiv inotrop hipoxantin-tricikland
megndvelte az adenozin altal csokkenthetd kontrakcidos erdt, ami nagyobb negativ

inotrop valaszt tett lehetdvé az adenozin (nagyobb koncentracidi) szamara.
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Alternativaként felvethetd, hogy a hipoxantin-triciklandé nem kizardlag az A:
receptoron keresztiil fejti ki pozitiv trop hatasait, hanem rendelkezik egy ettdl fiiggetlen
szignalizacids (esetleg metabolikus) Uitvonallal is. Ez az alternativ utvonal magyardzatot
nyujtana arra is, hogy a CPX miért csak részben tudta gatolni a hipoxantin-triciklano

szupraventrikularis myocardiumon megfigyelt hatésait.

Habar a kétféle pitvaron az inotrop hatasok nagyon hasonloak voltak, a jobb
pitvari mérési adatok nagyobb szorast mutattak, mint a bal pitvariak. Ez ramutat arra,
hogy az inotropia szempontjabol az 4allandé frekvencian ingerelt bal pitvar

megbizhatobb modellt kinal, mint a spontan mitkkodoé jobb pitvar.

Osszegezve a fentieket megallapithatjuk, hogy a hipoxantin-tricikland gyenge
pozitiv ino- és chronotrop hatdsokkal rendelkezik bal és jobb patkdny pitvaron.
Eredményeink alapjan a hipoxantin-triciklané vélhetéen kis affinitast, ortosztérikus,
reverzibilis, gyenge inverz agonistaja az A; receptornak, a hatasai hatterében azonban

nem zarhato ki ezen kiviili mechanizmusok létezése sem.

4.2. Insilico kovetkeztetések

Eredményeink alapjan, nagy vonalakban, az RRM elfogadhatéan pontosnak
bizonyult a regresszids lehetéségek minden alkalmazott kombinacidja esetén. Ez alol a

harom legfontosabb kivétel:

1) az 1. RRM modell (nem egyszerisitett és cx-et tartalmaz) egymodelles

globalis illesztése;

2) a 2. RRM modell (egyszertsitett és cx-et tartalmaz) az intakt E/c gorbékre

val6 egymodelles globalis illesztése;

3) az E/c gorbecsaladok legkisebb torzité koncentracidjanak meghatarozasa

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

1) az egyszertiisitett modell elénydsebb az RRM szdmara, még a cx-el valo
osztasbol fakado elméleti aggalyok ellenére is (egy olyan paraméter esetében, ami nulla

is kell, hogy lehessen);

2) a cx az RRM modelljében (logex helyett) inkabb hatrany, mint eldny;
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3) a kis torzitd koncentracid kihivast jelent az RRM szamara, kiilondsen, ha
egy E/c gorbecsalad mindet-egyszerre technikaja globalis illesztésével kivanjak

meghatarozni.

Ad 1) Torekedni kell a lehet6 legegyszeriibb RRM modell hasznalatara. Minél
bonyolultabb ugyanis egy regressziés modell, annal nagyobb mértékii korrelacid 1éphet

fel a modell paraméterei kozott.

Ad 2) A cx hasznalata az RRM modelljében nem javitotta sem a pontossagot,
sem a precizitast. SOt, egyes esetekben a cx rontotta a precizitast azaltal, hogy novelte a
korrelaciot az egyes paraméterek kozott, az 1. RRM modell (ami nincs egyszerisitve €s
Cx-et tartalmaz, ami tehat matematikai szempontbol szabadon lehet nulla) egymodelles
globalis 1illesztése pedig egyenesen lehetetlenné tette a meghatarozast. Ez az
eredménylink ravilagitott arra, hogy munkacsoportunk kordbban tévesen feltételezte,
hogy a logcx-et tartalmazo RRM modell egymodelles globalis illesztése azért teljesitett
varakozason alul, mert az intakt E/c gorbék esetében a cx nem tudott nulla értéket
felvenni. Leszlirhetjiik, hogy az RRM hianyossagai nem a logcx hasznélatabol erednek.
Ezt a jelen in silico vizsgalat egy masik eredménye is megerésitette, miszerint a
kétmodelles globalis illesztés (melynél az RRM modell nem kertil kapcsolatba az intakt
E/c gorbékkel) nem javitotta az RRM pontossdgat az egymodelles globalis illesztéshez
képest (marmint ahol ez utdbbi elfogadhatd becsléseket adott), noha a legprecizebbnek

bizonyult.

Ad 3) Korabbi in silico eredményeinkkel 6sszhangban a jelen in silico vizsgalat
is megerdsitette, hogy a tul kicsi vagy tul nagy koncentracidkat az RRM jellemzden csak
szamottevd pontatlansdggal tudja meghatarozni. Egy torzitdé koncentracio akkor
tekinthetd kicsinek vagy nagynak, ha a hatdsa kicsi vagy nagy az E/c gorbékhez hasznalt
agonista maximalis hatasdhoz képest. E/c gorbecsaladok esetében ugyanakkor a globalis
regresszio pontossaga (kis koncentracid meghatarozasakor) és precizitasa (minden
esetben) jelentdésen javithatd volt paronkénti technika alkalmazasaval. Ebbdl
kovetkezden nem javasoljuk kettdnél tobb E/c gorbe globalis illesztését az RRM
alkalmazasakor, annak ellenére sem, hogy kényelmes ¢és a legtobb esetben jo becslést
ad. Ennek megfeleléen a tovabbiakban a globalis regresszié eredményei koziil azokra

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

Ami a tovabbi regresszios lehetdségeket illeti, pontossag tekintetében az

individualis illesztés bizonyult a legjobbnak, melyet szorosan kovet a (logcx-el
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alkalmazott) globalis regresszio, fiiggetleniil a modellek szamatol. Ami a precizitast
(vagyis a becslések megbizhatdsagat) illeti, a kétmodelles globalis regresszio teljesitett
a legjobban, ezt szorosan kovette az individudlis illesztés, majd messze lemaradva az
egymodelles globalis regresszid. A hasznalat kényelme szempontjabdl a legjobb az
egymodelles globalis regresszio volt, ezt kovette a kétmodelles globalis illesztés, majd

a meglehetdsen koriilményes individualis regresszio.

Itt bemutatott in silico vizsgalatunkban az RRM kiilonb6z6 kivitelezési modjai
kozott a legtobb kiilonbséget a precizitas €s a hasznalat kényelme terén talaltuk. Ezzel
0sszhangban a regresszido hagyomanyos €s robusztus modja kozott kevés kiilonbséget
tapasztalhattunk, hiszen a robusztus illesztés nem ad meg konfidencia intervallumokat,
illetve konfidencia és eldrejelzési sdvokat. Ami a gorbeillesztés kényelmét illeti, ezt a

regresszid hagyomanyos vagy robusztus volta egyaltalan nem befolyésolja.

Osszefoglalva az eddigieket, az RRM kivitelezését a kovetkezképpen

javasoljuk:
. a logcx-et tartalmazo egyszertsitett modellel (3. RRM modell);
. paronkénti technikaval végzett kétmodelles globalis regresszidval, esetleg

individualis regresszidval (vagy az ellendrzés kedvéért mindkettovel)

. hagyomanyos (ordinary least-squares) regresszidval, esetleg — pontatlan

adatok esetén — robusztus illesztéssel (vagy ellendrzésképpen mindkettdvel).
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5. Az uj eredmények osszefoglalasa

Ex vivo vizsgalatunkban a hipoxantin-triciklané inotrop és chronotrop hatasat
vizsgaltuk patkdny pitvari myocardiumra. Eredményeink szerint a hipoxantin-tricikland
gyenge pozitiv inotrop hatast fejtett ki mind a bal, mind a jobb pitvaron, amellett — ezzel
0sszhangban — a jobb pitvaron gyenge pozitiv chronotrop hatasa volt. CPX (szelektiv
A: adenozin receptor antagonista) jelenléte enyhén (és a statisztikai szignifikancia
szintjét el nem érden) gatolta a hipoxantin-tricikland inotrop és chronotrop hatasait. A
hipoxantin-triciklano hatasai adenozinnal konnyen attérhetéek voltak. A fentiekbdl arra
kovetkeztettliink, hogy a hipoxantin-triciklané az A1 receptor gyenge (low-efficacy),
reverzibilis, ortoszterikus, kis affinitast (low-affinity) és inverz agonistaja. Emellett

nem zarhat6 ki, hogy a hipoxantin-tricikland A1 receptortdl fiiggetlen utvonalon is hat.

In silico vizsgalatunkban a receptorialis valaszkészség modszer (RRM)
kiilonbozo kivitelezési lehetdségeit hasonlitottuk 6ssze a becslés pontossaga, az eljaras
precizitasa (megbizhatdésaga) ¢és kényelme alapjan. A  kovetkezd regresszios
lehetdségeket kombinaltuk: 1.) bonyolultabb vs. egyszeriibb (de algebrailag ekvivalens)
RRM modellek; 2.) logaritmikus (logcx) vs. nemlogaritmikus (cx) f6 paraméter az RRM
modellben; 3.) individualis (lokalis) vs. egymodelles globalis vs. kétmodelles globalis
illesztés; 4.) gorbecsalad (ketténél tobb Osszetartozd adatsor) globalis regresszidja
esetén mindet egyszerre VS. paronkénti illesztés; 5.) hagyomanyos (ordinary least-
squares) vs. robusztus regresszio. Eredményeink szerint: 1.) az egyszer(ibb modell jobb,
mint a bonyolult (még ha az egyszerisités elméleti szempontbol kifogasolhato is); 2.) a
f6 paramétert jobb logaritmusként (logcx) hasznalni; 3.) az individualis illesztés a
legpontosabb (emellett elég preciz), a kétmodelles globalis regresszid a legprecizebb
(emellett elég pontos), ugyanakkor a kétmodelles globalis regresszio kényelmesebb,
mint az individualis; 4.) gorbecsaladok esetén a kétmodelles globalis illesztés csak
paronként végezve elég pontos és preciz; 5.) a hagyomanyos és a robusztus regresszio
egyarant megfeleld, pontos adatokhoz azonban hagyomanyos regressziot érdemes
valasztani (hogy a precizitas megitélhetd legyen), mig pontatlan adatoknal érdemes
ellendrzésképpen a robusztus illesztést is elvégezni. Tehat az RRM-hez paronkénti
technikaval végzett kétmodelles globalis regresszid ajanlott (esetleg ellenérzésként
individualis illesztéssel egyiitt), a logcx-et tartalmazé egyszeriibb modell hasznalataval,

hagyomanyos mdodon (pontatlan adatok esetén robusztus illesztéssel kiegészitve).
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